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LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 
2-APB  Borato de 2-aminoetoxidifenilo 
100K+  Solución extracelular con 100 mM K+ 
35K+  Solución extracelular con 35 mM K+ 
ACh  Acetilcolina (del inglés Acetylcholine) 
ADNc   Ácido desoxirribonucléico complementario 
ADP  Difosfato de adenosina (del inglés Adenosine diphosphate) 
AM  Acetoximetil éster 
ATP  Trifosfato de adenosina (del inglés Adenosine triphosphate) 
Ba2+  Ion bario 
Ca2+  Ion calcio 
[Ca2+]c  Concentración citosólica de calcio  
[Ca2+]RE  Concentración de calcio en el retículo endoplásmico 
CAF  Cafeína 
CCB  Células cromafines bovinas 
CCDV Canales de calcio dependientes de voltaje 
CICR  Liberación de calcio inducida por calcio (del inglés Calcium Induced 
Calcium Release) 
 
DAG  Diacilglicerol 
DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco (de inglés Dulbecco’s modified 
Eagle medium) 
 
DNasa  Desoxirribonucleasa 
EGFP  Proteína Fluorescente Verde Mejorada (del inglés Enhanced Green 
Fluorescent Protein) 
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Em Potencial de membrana en reposo 
 
ERK1/2 Cinasas reguladas por señal extracelular (del inglés Extracellular signal-
regulated kinases) 
 
Fig.  Figura 
HEPES Ácido N-(2-hidroxietil)-N’-piperacinoetanosulfónico  
His  Histamina 
Imax  Amplitud máxima de la espiga amperométrica 
IP3  Inositol trifosfato 
IP3R   Receptor de inositol trifosfato 
K+   Ion potasio 
[K+]  Concentración de potasio 
m  Pendiente de ascenso de la espiga amperométrica 
MAP  Proteínas activadas por mitógeno (del inglés Mitogen Activated Proteins) 
nAChR Receptor nicotínico para acetilcolina (del inglés nicotinic acetylcholine 
receptor) 
 
[Na+]c   Concentración citosólica de sodio  
[Na+]e   Concentración extracelular de sodio 
NCX  Intercambiador Na+/Ca2+ de la membrana plasmática (del inglés Sodium 
Calcium Exchanger) 
 
NKA  Bomba sodio-potasio ATPasa 
NPY  Neuropéptido Y 
OUB  Ouabaína 
PIP2  Fosfatidilinositol bisfosfato (del inglés phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate) 
 
PKC  Proteína cinasa C (del inglés Protein Kinase C) 
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PLC  Fosfolipasa C (del inglés Phospholipase C) 
Q  Área bajo la curva de la espiga amperométrica que indica la cantidad 
total de catecolaminas liberadas 
 
RE  Retículo endoplásmico 
Ry  Rianodina (del inglés Ryanodine) 
RyR  Receptores de rianodina (del inglés Ryanodine receptors) 
SBF  Suero Bovino Fetal 
SERCA Bomba de calcio dependiente de ATP del retículo sarco/endoplásmico o 
Ca2+-ATPasa del retículo endoplásmico (del inglés Sarco/Endoplasmic 
Reticulum Ca
2+
-ATPase). 
 
SNC  Sistema nervioso central 
SOCE  Entrada de calcio operada por depósito (del inglés Store Operated 
Calcium Entry) 
 
t1/2  Anchura de la espiga amperométrica a la mitad de su altura 
  
TAPSI Tapsigargina 
TRPC  Receptores de potencial transitorio para cationes (del inglés Transient 
Receptor Potential Cation) 
UAF  Unidades arbitrarias de fluorescencia 
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1.1.- Marco en que se ha desarrollado esta tesis doctoral 
 
 
 El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto “Señales de calcio y 
exocitosis de neurotransmisores” y versa sobre el estudio de los mecanismos de 
comunicación celular, que se desarrolla hace más de 30 años en el Instituto Teófilo 
Hernando de I+D del Medicamento (ITH) de la Universidad Autónoma de Madrid 
(UAM). 
 
Trabajos previos de nuestro laboratorio han confirmado el papel potenciador del 
glucósido cardiotónico ouabaína sobre la exocitosis de catecolaminas en la médula 
adrenal. A la luz de varios trabajos en esta materia, se ha postulado que la inhibición del 
transporte activo Na+/K+ por ouabaína, mediante una discreta elevación de la 
concentración citosólica de calcio, [Ca2+]c, es un factor determinante de este aumento en 
la secreción de catecolaminas. 
 
Esta tesis plantea como objetivo principal el estudio detallado de la homeostasia 
del Ca2+ intracelular y las principales estructuras que lo controlan en el fenómeno de 
potenciación de la neurosecreción inducido por ouabaína. Así, pretendemos obtener más 
datos que clarifiquen el complejo mecanismo de la exocitosis de neurotransmisores. 
 
A lo largo de los últimos años, se ha profundizado ampliamente en los procesos 
de señalización dependientes de Ca2+ intracelular. En concreto, el grupo del Profesor 
Antonio García García ha conseguido relacionar con éxito distintos subtipos de canales 
de Ca2+ voltaje-dependiente con la exocitosis y describir mecanismos de control de la 
neurosecreción, tanto potenciadores (p.ej. activación de la PKC) como inhibidores (p.ej. 
modulación autocrina por ATP y opioides). En colaboración con el grupo del Doctor 
Javier García Sancho, se ha elaborado la teoría de la tríada funcional, que, en adición a 
los canales de calcio de membrana, implica directamente a las organelas intracelulares 
retículo endoplásmico y mitocondria en la gestión de microdominios de Ca2+ 
intracelular que controlan distintas etapas de la exocitosis.  
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Si bien éste es un trabajo de Farmacología Básica, nuestro estudio tiene también 
una vertiente práctica y clínica, ya que la ouabaína es una sustancia de producción 
endógena en la corteza adrenal de mamíferos. Las células cromafines de la médula 
adrenal, además de un excelente modelo de neurotransmisión similar a las neuronas 
simpáticas, son células diana para la acción de éste fármaco, ya considerado por algunos 
como hormona esteroidea. Las funciones fisiológicas atribuidas a la ouabaína están 
relacionadas con la hipertensión arterial, el ejercicio y la hipoxia y se han logrado 
sorprendentes resultados en modelos animales de hipertensión. El control de la 
secreción de catecolaminas es en sí mismo un importante factor en la regulación de la 
hipertensión arterial.  
 
Antes de exponer en detalle los objetivos y protocolos experimentales de esta 
tesis doctoral, es necesario analizar el conocimiento actual sobre la bomba Na+/K+-
ATPasa y el mecanismo de acción de los glucósidos cardiotónicos, así como describir 
aquellas estructuras que participan en el proceso secretor y la entrada y redistribución de 
calcio en la célula cromafín bovina, que constituye nuestro modelo experimental. 
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1.2.- Introducción 
 
1.2.1.- Glucósidos cardiotónicos y ouabaína: ligandos naturales de la bomba 
Na+/K+-ATPasa que potencian la exocitosis. 
 
Se conoce como glucósidos cardiotónicos a un grupo de sustancias esteroideas 
con actividad inotrópica positiva sobre el músculo cardiaco. Se les conoce también 
como digitálicos, ya que están representados por la digoxina, obtenida de las semillas y 
hojas del género Digitalis. La ouabaína, también conocida como g-estrofantidina, es 
también un esteroide cardiotónico con propiedades farmacológicas similares a la 
digoxina.  
 
La ouabaína, entre otras propiedades que serán revisadas más adelante,  aumenta 
la síntesis y secreción de neurotransmisores en multitud de modelos de 
neurotransmisión. Por ejemplo, inducen la liberación de acetilcolina en la placa motora 
de rata (Elmqvist y Feldman, 1965), rana (Baker y Crawford, 1975; Birks y Cohen, 
1968a, 1968b) y sapo (Balnave y Gage, 1974) así como en las terminaciones 
parasimpáticas de cobaya (Paton et al., 1971) y rodajas de cerebro de rata (Vizi, 1972). 
También aumentan la liberación espontánea de catecolaminas en la glándula suprarrenal 
bovina (Banks, 1967), conducto deferente de cobaya (Ozawa y Kasuragi, 1974), 
corazón de conejo (Lindmar y Loffelholz, 1974), rodajas de bazo de gato (García y 
Kirpekar, 1973a, 1973b), glándula suprarrenal de gato, cobaya y rata (García et al., 
1980; Wakade, 1981), tejido humano atrial (Haass et al., 1997) y células cromafines 
bovinas en cultivo (Aunis y García, 1981; Haass et al., 1997). 
 
 Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio sobre el efecto de ouabaína en 
la neurosecreción en glándula adrenal y cultivos de células cromafines bovinas (CCB) 
muestran un notable efecto potenciador sobre la secreción espontánea de catecolaminas 
y también de la inducida por soluciones con K+ elevado. El grado de unión de ouabaína 
a la bomba Na+/K+-ATPasa se correlaciona con la liberación de catecolaminas y DBH, 
indicando que el mecanismo de liberación es exocitótico. Los efectos potenciadores son  
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específicos para la ouabaína y no ocurren utilizando otros inhibidores del transporte 
Na+/K+, como la N-etilmaleimida, el vanadato o la fenoxibenzamina (García y col., 
1980; Aunis y García, 1981). En estos trabajos se postula una implicación del 
intercambio Na+/Ca2+ y/o de las organelas intracelulares en el efecto potenciador de 
ouabaína. El papel del intercambio Na+/Ca2+ ha sido también sugerido por otros autores 
como necesario para la potenciación de la exocitosis en CCB (Torok y Powis, 1990), si 
bien la posible participación del Ca2+ intracelular queda por determinar. Asimismo, la 
liberación de catecolaminas utilizando reintroducción de Ca2+ es fuertemente potenciada 
por ouabaína en glándula adrenal intacta en un proceso dependiente de la concentración 
extracelular de Na+,[Na+]e (Esquerro y col., 1980). 
 
Por último, en cultivos de células cromafines bovinas tratados con ouabaína, se 
ha detectado un ligero incremento de la [Ca2+]c que se desarrolla gradualmente a lo largo 
de 1 hora (de la Fuente y col., 1996).  Si bien este aumento es insuficiente para generar 
una respuesta exocitótica notoria, puede promover la movilización y maduración de las 
vesículas (Neher, 1998), aumentando la cantidad de vesículas listas para ser exocitadas 
en la submembrana. Ello podría explicar la mayor respuesta exocitótica generada por 
estímulos despolarizantes en células cromafines tratadas con ouabaína. 
 
Como revisaremos a continuación, las teorías sobre el mecanismo de acción de 
los digitálicos como agentes inotrópicos sobre el músculo cardiaco han evolucionado en 
las últimas décadas. Sin embargo, aún no se dispone de un modelo completo para 
explicar sus efectos en el sistema neuroendocrino. 
 
 
1.2.1.1.- Perspectiva histórica de la ouabaína: de veneno a neuroesteroide 
 
Las propiedades farmacoterápicas de los digitálicos fueron descritas por primera 
vez en el siglo XVIII por William Withering (Fig. 1), quien encontró que los extractos 
de Digitalis Purpurea eran de utilidad en el tratamiento “de la hidropesía y otros 
trastornos” (Withering, 1785). Sin embargo éste no ha sido el primer uso que los 
humanos hemos encontrado para estas sustancias: estudios paleontológicos confirman 
que los extractos de la planta del ouabaio (Strophantus gratus) ya eran usados hace 
milenios por los aborígenes africanos como veneno para la caza. La medicina 
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     Fig. 1.-  William Withering 
(1741-1799) 
tradicional china cuenta asímismo con varios ejemplos del 
uso terapéutico de esteroides estructuralmente emparentados 
con los digitálicos, si bien en su caso la fuente de obtención 
eran venenos de sapo (Bufo bufo). Los médicos musulmanes 
de la España del siglo VIII también conocían y utilizaban los 
extractos de digital (Brewer, 2004) 
 
 
 
La potencia de estos fármacos es sobresaliente. En el siglo XIX, Ringer postuló 
la existencia de sustancias endógenas similares a los digitálicos que mimetizarían las 
acciones de éstos de forma fisiológica (Ringer, 1885). Esta idea fue recogida por 
científicos de mediados del siglo XX (Szent-Györgyi, 1951), momento en el que se 
describe el transporte de iones Na+ y K+ a través de la membrana plasmática del 
eritrocito y se describe la acción farmacológica de los glucósidos cardiotónicos 
(Schatzman, 1953). Desde entonces, se han realizado múltiples avances en el 
conocimiento del mecanismo de acción de los digitálicos que serán revisados más 
adelante. 
 
 La teoría sobre la existencia de digitálicos endógenos ha resultado ser cierta. Si 
bien ya se había encontrado actividad endógena “de tipo digitálico” en mamíferos 
(Fishman, 1979), no fue hasta 1991 cuando se identificaron en plasma humano 
pequeñas cantidades de un compuesto con propiedades similares a la ouabaína (Hamlyn 
y col., 1991). La glándula adrenal y el hipotálamo son tejidos ricos en estos compuestos. 
La misma conclusión se ha obtenido para la especie bovina (Li y col, 1998) y rata 
(Ferrandi y col., 1993). 
  
La estructura química de la ouabaína (Fig. 2), más propia de vegetales que de 
animales, hizo cuestionarse la veracidad de estos hallazgos: la ouabaína del plasma 
podría provenir de la dieta y era improbable su significado fisiológico a concentraciones 
picomolares (Hansen, 2003). Hoy día se han definido las rutas biosintéticas de ouabaína 
y sustancias análogas en mamíferos y se ha detectado la presencia de digitálicos en 
cultivos de células adrenocorticales (Laredo y col., 1994; El-Masri y col., 2002), células 
cromafines y PC12. Si bien las concentraciones plasmáticas de ouabaína en situación de 
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reposo rondan el picomolar, en ciertos tejidos cercanos a los lugares de producción 
endógena se alcanzan concentraciones nanomolares de ouabaína. 
 
La ouabaína se libera fisiológicamente en respuesta al ejercicio físico donde sus 
acciones inotrópicas cardiacas y presoras son de utilidad. Tras someterse a ejercicio 
intenso, se han detectado concentraciones de ouabaína plasmáticas en torno a los 200 
nM, que son similares a los de otras hormonas esteroideas (Nicholls y col., 2009; Bauer 
y col., 2005). En la glándula adrenal, esta concentración es unas 500 veces superior a la 
concentración en plasma (Kölbel y Schreiber, 1996). Así pues, como revisaremos más 
adelante, la ouabaína cumple los requisitos para ser considerada un neuroesteroide de 
producción endógena con funciones de hormona a nivel sistémico.  
 
La digoxina y la ouabaína se utilizan en la medicina occidental para el 
tratamiento de la insuficiencia cardíaca congestiva y ciertos tipos de arritmias 
supraventriculares (Rang y Dale, 2008). El estrecho margen/rango terapéutico y su 
elevada toxicidad han limitado el uso de estas sustancias en terapéutica. Si bien hoy día 
se siguen usando preparados comerciales con digoxina, la ouabaína está restringida al 
uso hospitalario y ha sido desplazada por terapias menos peligrosas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.- Estructura química de la ouabaína según una proyección de Fischer. Los compuestos 
digitálicos pueden ser clasificados atendiendo a su origen en cardenólidos, presentes en vegetales (p.ej. 
ouabaína) y bufadeniólidos, originalmente encontrados en la piel de sapo (p. ej. bufalina). Todos ellos 
comparten una estructura básica esteroidea (ciclopentanoperhidrofenantreno, CPPP) unida a una lactona 
que  puede ser pentacíclica (cardenólidos) o hexacíclica (bufadenólidos). Además, los esteroides 
cardiotónicos pueden estar sustituidos por una o varias hexosas. En el caso de la ouabaína, el sustituyente 
es el monosacárido ramnosa. 
 
 
Ramnosa
CPPP
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1.2.1.2.- La bomba sodio-potasio ATPasa 
 
Debido a su especial importancia en el estudio que nos planteamos, 
analizaremos con detalle la bomba Na+/K+-ATPasa (NKA, del inglés Na+/K+-ATPase) 
y sus acciones en el organismo, asi como la de sus ligandos naturales, los glucósidos 
cardiotónicos, entre los que se encuentra la ouabaína. Es una proteína integral de 
membrana presente en virtualmente todos los tipos de células. Lleva a cabo el 
transporte de iones Na+ y K+ de forma antiparalela a ambos lados de la membrana, 
sacando Na+ a la par que introduce K+ con una estequiometría 1:1. Esta actividad se 
realiza en contra de gradiente y precisa suministro de energía en forma de ATP. Esta 
estructura es en buena medida responsable del mantenimiento del gradiente 
electroquímico y, por tanto, del potencial de membrana y es de particular importancia 
en los procesos de repolarización en células excitables como la célula cromafín. Se ha 
calculado que su actividad consume aproximadamente un 30% del gasto energético total 
en humanos. En células excitables, como la célula cromafín y las neuronas, la 
generación de potenciales de acción provoca considerables cambios en las 
concentraciones de Na+ y K+ intracelulares, que deben ser restablecidas durante la fase 
de repolarización de la membrana. Se ha calculado que en células excitables la NKA 
puede consumir hasta un 60%  de la energía celular para el mantenimiento del gradiente 
de iones a ambos lados de la membrana. El gradiente electroquímico se utiliza también 
para el transporte de solutos y nutrientes esenciales para la supervivencia de la célula 
(p.ej.:  cotransportadores Na+/glucosa). 
 
El fenómeno del transporte de Na+ y K+ fue descrito por primera vez por 
Schatzmann en 1953 en membranas de eritrocitos. Poco más tarde, Jens Skou 
caracterizó la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa (Skou, 1957). Este y sucesivos 
trabajos le valieron a Skou el premio Nobel de Química en el año 1997. En estos 
estudios, se revela la dependencia de Mg2+ y se estudian los efectos de distintas 
concentraciones de Na+, K+ y Ca2+ sobre la actividad de la NKA. 
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El proceso de transporte iónico se describe en la Fig. 3: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.- Modelo de funcionamiento del transporte activo de Na+ y K+ a través de la NKA: 
- 1: acoplamiento de tres iones de sodio (3 Na+) intracelulares al lado intracitoplasmático de la 
proteína.  
- 2: fosforilación de la proteína mediante la hidrólisis de ATP  y liberación de difosfato de 
adenosina (ADP). El grupo fosfato, al unirse a la proteína, provoca un cambio conformacional en 
la bomba que expone a los átomos de Na+ al líquido extracelular 
- 3: liberación de los 3 Na+ fuera de la célula.  
- 4: dos iones de potasio (2 K+) extracelulares se acoplan a la proteína de transporte.  
- 5: el grupo fosfato se libera de la proteína induciendo el ingreso de los dos átomos de K+ en la 
célula.  
- 6: liberación de K+ al interior celular y acoplamiento de una nueva molécula de ATP. 
 
 
Bioquímicamente, la NKA se clasifica como una ATPasa tipo P (transportadores 
activos dependientes de ATP) perteneciente a la superfamilia 3.A.3. La proteína es un 
heterodímero compuesto por dos subunidades llamadas α y β.  En la subunidad α 
residen la actividad catalítica y los dominios de unión a sustratos, ATP y Mg2+. En ella 
se encuentra también el sitio de unión de los digitálicos.  La subunidad β está 
relacionada con los procesos de maduración y ensamblaje a la membrana plasmática 
(Blanco y Mercer, 1998; Kawamura y Noguchi, 1991). La expresión de subunidades α 
y β sigue una estequiometría 1:1, siendo necesaria la expresión de ambas para la 
formación de una proteína funcional. Las distintas isoformas α (α1, α2 y α3) presentan 
una distribución tisular diferencial y se han asociado con funciones específicas.  
 
 
1.
6. 5.
2. 3.
4.
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En 1986, Shull y colaboradores lograron identificar la expresión de tres 
isoformas de la subunidad α en rata (Shull y col., 1986). Las distintas secuencias se 
obtienen por ayuste alternativo de un mismo gen. La isoforma α1 es la más abundante y 
se encuentra presente en virtualmente todas las estirpes celulares. Esta isoforma se 
relaciona con el mantenimiento de los gradientes electroquímicos y del potencial de 
membrana. Su expresión es indispensable para la vida; ratones transgénicos deficientes 
en esta subunidad mueren al poco del parto (Golovina y col., 2003). La isoforma α2 es 
la segunda en importancia cuantitativa. Se ha encontrado expresada en músculo 
esquelético y cardíaco, riñón, cerebro y célula cromafín. La isoforma α3 sólo se expresa 
en cerebro y riñón (Martín-Vasallo et al., 1994).  
 
Debido a sus similitudes estructurales, funcionales y farmacológicas, es 
frecuente encontrar en la literatura el término “subunidad α2/α3” para referirse 
indistintamente a cualquiera de esas subunidades. Se ha descrito la existencia de una 
cuarta isoforma de subunidad α, la α4, presente en testículos de rata (Blanco y col., 
1999), si bien de momento son pocos los estudios que aclaran las razones de su 
presencia en este órgano. 
 
Se conocen tres isoformas de la subunidad β.   Sus niveles de expresión 
presentan una distribución tisular diferenciada y se sugieren para ellas funciones 
específicas. Cada una de ellas puede teóricamente combinarse con todas las subunidades 
α (Crambert y col., 2000), sin embargo sólo algunos dímeros concretos se han 
encontrado expresados en tejidos. En células cromafines de rata se ha demostrado la 
coexpresión en membrana de dímeros α1/β1 y α2/β2 (Lin y col.,  2005) 
 
La sensibilidad a glucósidos cardiotónicos y la distribución tisular de las 
isoformas de subunidad α varía grandemente entre distintas especies. En roedores (rata 
y cobayo), la isoforma α1 es resistente a la acción de digitálicos; presenta una Kd tres 
órdenes de magnitud mayor (orden milimolar) que sus homólogas α2/α3 (orden 
nanomolar) (O’Brien y col., 1994). En humano, perro y oveja las tres isoformas α son 
muy sensibles a digitálicos (rango nanomolar).  
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1.2.1.3.- Mecanismos de acción de los glucosidos cardiotónicos. 
 
 La inhibición del transporte activo Na+/K+ mediante la unión a la NKA es el 
principal efecto conocido de los esteroides cardiotónicos. A lo largo de los últimos 50 
años, se han establecido diversos modelos complementarios para justificar los notables 
efectos de esta familia de fármacos en el músculo cardiaco, así como sus efectos en el 
mantenimiento de la homeostasia iónica, la tensión arterial y la secreción de 
neurotransmisores.  
 
1.- Hipótesis del enlentencimiento de la bomba de sodio 
 
 La hipótesis del enlentecimiento de la bomba de sodio ha sido desarrollada 
desde la década de 1960 en un intento por explicar la acción inotrópica positiva de los 
digitálicos sobre el músculo cardiaco.  
 
Se explica de la manera siguiente: la unión del glucósido a la bomba NKA 
inhibe la actividad ATPasa de la bomba impidiendo la salida de Na+ y la entrada de K+ 
a través de la misma. La [Na+]c aumenta progresivamente en la célula y se establece un 
nuevo equilibrio iónico que permite la reversión del intercambiador Na+/Ca2+, que 
introduce Ca2+ para compensar el exceso de Na+ intracelular. La sobrecarga de [Ca2+]c 
en estas condiciones explica la mayor fuerza de contracción cardíaca y puede generar 
las arritmias características de la intoxicación digitálica cuando la capacidad de 
almacenamiento/tamponamiento  de Ca2+ del retículo sarcoplásmico se ve sobrepasada 
(Wasserstrom y Aistrup, 2005). 
  
El modelo de enlentecimiento de la bomba de sodio se muestra en la Fig. 4. Está 
apoyado por multitud de trabajos que demuestran la fuerte relación entre las 
concentraciones de Na+ y Ca2+ intra y extracelulares, el intercambiador Na+/Ca2+ del 
plasmalema (NCX, del inglés Na+/Ca2+ exchanger) y el inotropismo cardíaco inducido 
por digitálicos (Grupp y col., 1985; Abete y Vasalle, 1988; Tanaka y col., 2007; 
Altamirano y col., 2006)  
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NCX
NKA
[Ca2+]
(+)
[Na+]
(+)
(-)
Inotropismo cardíaco
Potenciación exocitosis
 
 
Fig. 4.- Mecanismo de acción de la ouabaína según la teoría del enlentecimiento de la bomba de sodio. 
OUB: ouabaína; NKA: bomba Na+/K+ ATP-asa; NCX: intercambiador Na+/Ca2+ 
 
 
2.- Hipótesis del plasmerosoma 
  
Existen algunas evidencias que revelan que el lógico modelo iónico del 
enlentecimiento de la bomba de sodio no basta para explicar completamente el efecto 
inotrópico positivo de los digitálicos. Por ejemplo, se ha observado que la ouabaína es 
capaz de ejercer su efecto inotrópico sin necesidad de aumentar la [Na+]c (Arnon y col., 
2000). Asímismo, eliminar el Na+ de las soluciones de trabajo no impide que la 
ouabaína ejerza su acción inotrópica en el músculo cardiaco (Nishio y col., 2004). 
Además, otras sustancias inhibidoras del transporte Na+/K+ no producen los mismos 
efectos sobre la contractilidad cardíaca (Potter y col., 2009) ni la secreción de 
catecolaminas (García y col., 1981). 
 
Estos datos han generado matizaciones de la teoría vigente. El grupo del 
profesor Blaustein ha desarrollado la teoría del plasmerosoma, según la cual el aumento 
de [Na+]c se produciría en zonas localizadas de la submembrana anejas al NCX. En 
estas zonas sí se alcanzaría la [Na+] suficiente para revertir el intercambiador e 
introducir Ca2+ a través del mismo. Estudios de patch-clamp  en cardiomiocitos de 
cobayo apoyan esta teoría (Fujioka y col., 1998). 
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Se ha encontrado una colocalización en zonas específicas de la membrana 
plasmática entre la bomba Na+/K+, el intercambiador Na+/Ca2+ y el retículo 
endoplásmico en astrocitos, neuronas, cardiomiocitos y celulas cromafines de rata 
(Juzashova y col., 1997). En concreto, son las isoformas α2 y α3 de la NKA las que 
colocalizan con estas estructuras, mientras que la α1 está distribuida homogéneamente 
por toda la membrana. La isoforma α2 se ha asociado con el control de la señal 
intracelular del Ca2+ (Golovina y col, 2003) y, además, parece modular la actividad del 
NCX (Swift y col., 2008).  
La proximidad de ciertas regiones del retículo sarco/endoplásmico con el NCX 
(Blaustein y col., 2002) permite explicar con mayor facilidad que se alteren los procesos 
de entrada y salida de Ca2+ en esta organela, que a su vez son sensibles a cambios en las 
concentraciones de Na+ y Ca2+ (Sorimachi y col., 1992; Thrower y col., 1998). En 
cardiomiocitos, se ha observado que la ouabaína incrementa la liberación de Ca2+ del 
retículo sarcoplásmico (Nishio y col., 2002) 
 
3.- Generación de oscilaciones de Ca
2+
 dependientes del retículo endoplásmico 
 
Utilizando células procedentes del túbulo proximal de distintas especies, se ha 
demostrado que la bomba Na+/K+ es capaz, en presencia de ouabaína, de provocar la 
apertura directa de receptores de IP3 de retículo endoplásmico y generar salida de Ca
2+ 
en forma de oscilaciones (Aizmann y col., 2001; Miyakawa-Naito y col., 2003). La 
unión directa del dominio N-terminal de la NKA con el IP3R es suficiente para generar 
esta señal sin necesidad de elevar la concentración de IP3 (Yuan y col., 2005; Wang y 
col., 2006; Fig. 5). Este fenómeno se ha observado también en astrocitos de hipocampo 
de rata (Liu y col, 2007).  
 
Fig. 5.- La imagen representa cómo el extremo 
N-terminal de la NKA puede contactar con el IP3R en 
presencia de ouabaína. Tomado de 
http://www.cellphysics.kth.se/ki/pediatrik_main.htm con 
permiso de los autores (Ana Aperia/Hjalmar Brismar, 
Department of Cell Physics, Karolinka Institutet, 
Suecia) 
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Los glucósidos cardiotónicos son también capaces de aumentar la probabilidad 
de apertura de los RyR de cardiomiocitos de forma dependiente de Ca2+ (Rardon y 
Wasserstrom, 1990). 
 
 
4.- Regulación génica y activación de cascadas de señalización intracelular por 
glucósidos cardiotónicos 
 
Además de sus efectos sobre las concentraciones iónicas en la célula, los 
glucósidos cardiotónicos son capaces de activar rutas de señalización intracelular y 
modificar la expresión de ciertos genes relacionados con procesos de crecimiento, 
remodelado cardiovascular, apoptosis y protección celular. Por ejemplo, se ha 
encontrado que la ouabaina es capaz de modificar la expresión de los genes c-fos y c-
jun, NFκB, n-Bcl2 y caspasas entre otros. La regulación de la expresión génica por 
ouabaína está al menos en parte regulada por Ca2+ y parece estar mediada en algunos 
casos por CCVD tipo L (Peng y col., 1996; Aizmann y col, 2001). 
La ouabaína es capaz de activar el receptor del factor de crecimiento de la 
epidermis (EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) y a través de él, activar 
la proteína ERK1/2 y la cascada de las MAP kinasas (Plourde y col., 2006). Este 
proceso es dependiente de proteína kinasa C (Mohammadi y col, 2001). 
Otra kinasa activada por ouabaína es la Src-tirosina kinasa, que forma complejos 
funcionales con la NKA en células renales (Tian y col., 2005) y neuronas corticales 
(Wang y Yu, 2005). La ruta de la PI3K/Akt se ha asociado con la hipertrofia cardiaca 
inducida por glucósidos cardiotónicos (Liu y col., 2007). 
 
5.- Endocitosis de la NKA inducida por ouabaína 
 
Utilizando distintas estirpes de células renales, se ha logrado visualizar la 
internalización de la subunidad α de la NKA en presencia de concentraciones 
nanomolares de ouabaína (que no afectan al transporte iónico). Se ha descrito un 
mecanismo endocitótico dependiente de clatrina y fosfatidil-inositol-3-kinasa (PI3K) 
que, a través de la formación de endosomas, transporta esta subunidad al núcleo (Liu y 
col., 2004). La dopamina es otra sustancia capaz de provocar endocitosis de la bomba  
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(Chibalin y col, 1999). El papel funcional de este fenómeno es aún desconocido, pero se 
piensa que puede tener relación con la activación de Src-kinasas (Liu y col., 2004) y con 
la modificación de la expresión génica inducida por ouabaína. Recientemente se ha 
caracterizado la presencia constitutiva de NKA en regiones subplasmalemales que no se 
relaciona con la función de bombeo iónico sino con la activación de cascadas 
intracelulares (Liang y col., 2007). Posiblemente exista un recambio de NKA que 
modula la cantidad de bomba en la membrana para hacer frente a distintas situaciones 
fisiológicas. 
 
6.- Otros receptores para ouabaína 
 
 Se han descrito sitios de unión a ouabaína intracelulares en la membrana del 
retículo sarcoplásmico de cardiomiocitos de gato que parecen jugar un papel en el 
acoplamiento excitación-contracción del músculo cardíaco (Fujino y Fujino, 2005). 
 
 
1.2.1.4.- Acciones a nivel orgánico de los esteroides cardiotónicos: perspectivas 
terapéuticas 
 
 1.2.1.4.1.- Efectos sobre el sistema cardiovascular 
 
La ouabaína ejerce notables efectos sobre la contractilidad cardíaca en humanos 
y otras especies. Es un agente inotrópico positivo, es decir aumenta la fuerza del latido 
cardíaco, a la par que disminuye la frecuencia y la conducción cardíacas. Estos últimos 
efectos parecen relacionados con una acción parasimpatomimética sobre el nervio vago 
y el seno carotídeo. La ouabaína es también un agente hipertensor que por sí misma 
aumenta la contractilidad del músculo liso vascular. Se han diseñado antagonistas de la 
acción de ouabaína que han logrado revertir la hipertensión en modelos animales 
(Ferrari y col., 2006) 
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1.2.1.4.2.- Efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) 
 
 Se ha detectado la presencia de ouabaína y compuestos análogos en el cerebro 
humano y se supone que es sintetizada en el hipotálamo. Hasta la fecha, no se ha 
establecido una función distinta del mantenimiento de la homeostasia iónica para la 
NKA y los esteroides cardiotónicos en el SNC, aunque algunos estudios los asocian con 
la aparición de trastornos del ánimo (Goldstein y col., 2006). Ciertas mutaciones en la 
secuencia de la NKA se han correlacionado con la aparición de  migrañas, enfermedad 
de Parkinson y epilepsia (Aperia, 2007).  
 Además de su papel estabilizador de la estructura de la NKA, indispensable para 
su funcionamiento como transportador iónico, la isoforma β2 se ha identificado como la 
proteína AMOG (Adhesión Molecule On Glia) (Gloor y col., 1990) y podría mediar 
interacciones entre astrocitos y neuronas. 
 
1.2.1.4.3.- Modulación del sistema inmunológico 
 
La bomba Na+/K+, a traves de su función como transductor de señales activada 
por ouabaína, es capaz de modular la proliferación y actividad de células blancas de la 
sangre (Rodrigues-Mascarenhas y col., 2009). 
 
1.2.1.4.4.- Efectos sobre el metabolismo 
 
 La ouabaína aumenta la glucogenosíntesis en el músculo estriado, pudiendo 
actuar en este tejido como un glucocorticoide. La activación de la ruta Src kinasa se ha 
asociado con este fenómeno (Kotova y col., 2006). 
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1.2.2.- La célula cromafín: modelo para el estudio de la 
neurosecreción  
 
 
Las células cromafines son una estirpe de células neuroendocrinas localizadas 
fundamentalmente en la médula adrenal de las glándulas suprarrenales. Su función más 
reconocida es la producción y liberación de catecolaminas al torrente sanguineo, 
jugando un papel crucial en las respuestas simpáticas a nivel sistémico como el disparo 
de la respuesta de “lucha o huída”, el control de la tensión arterial o la regulación del 
metabolismo.  
Debido a su parentesco y similitud con las neuronas (Patterson, 1990), unido a 
su facilidad de obtención y uso, las células cromafines se consideran un buen modelo 
para estudiar fenómenos relacionados con la exocitosis (Garcia y col., 2007). Además, 
ya que la ouabaína y sustancias afines son constitutivamente sintetizadas en la corteza 
suprarrenal, el estudio de las acciones de estos compuestos sobre células cromafines 
constituye un atractivo modelo que permite obtener conclusiones con significado 
fisiológico. 
De cara a una mejor comprensión del proceso secretor en las células cromafines 
bovinas y cómo la ouabaína puede afectar al mismo, revisaremos a continuación las 
principales estructuras y procesos implicados en la neurosecreción en células 
cromafines bovinas (CCB). 
 
 
1.2.2.1.- El proceso exocitótico en la célula cromafín bovina 
 
La liberación de acetilcolina del nervio esplácnico inicia una cascada de eventos 
que conducen finalmente a la liberación exocitótica de catecolaminas en la célula 
cromafín. Todos los pasos son dependientes de Ca2+, que constituye la señal 
fundamental en el llamado acoplamiento excitación–secreción. Este término fue 
acuñado por Douglas en 1968 en el primer intento por hacer una descripción completa 
del proceso secretor en células cromafines. Partiendo de los principios propuestos en 
este artículo y en base a conocimientos actualizados sobre el tema, podemos resumir el 
proceso secretor en la célula cromafín como sigue (Fig. 6). En resumen, la acetilcolina 
(ACh, del inglés acetylcholine), neurotransmisor fisiológico de la sinapsis esplácnico-
cromafín (Feldberg y col., 1934),  activa los receptores nicotínicos de la membrana 
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plasmática, a través de los cuales pasa una corriente de iones Na+ y Ca2+ (1). Ésto 
genera una ligera despolarización de la membrana, que si llega a cierto umbral (mV) 
desencadena la apertura de canales de Na+ dependientes de voltaje (2), que amplifican la 
señal despolarizante, permitiendo la apertura de CCDV (Fenwick y col., 1982a) y la 
entrada masiva de Ca2+ a través de los mismos (Douglas y Poisner, 1961) (3). El 
incremento de la [Ca2+]c es una señal necesaria y suficiente para provocar la unión de 
las vesículas exocitóticas a la membrana plasmática y la liberación de los 
neurotransmisores contenidos en ellas (4). Las organelas intracelulares, como la 
mitocondria (MIT) y el retículo endoplásmico (RE), juegan un relevante papel en el 
proceso secretor mediante su capacidad de modular la señal de Ca2+ originada en el 
plasmalema (5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.- Esquema del proceso secretor en CCB. Se muestran las principales estructuras que 
participan en el disparo del potencial de acción, la entrada y redistribución de Ca2+ en el interior celular y 
la exocitosis. ACh, acetilcolina; CCDV, canales de calcio dependientes de voltaje; MIT, mitocondria; RE, 
retículo endoplásmico. 
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1.2.2.1.1.- Receptores nicotínicos para acetilcolina  
 
Estos receptores reconocen selectivamente la ACh liberada por las terminaciones 
nerviosas preganglionares del nervio esplácnico. Los receptores nicotínicos de la célula 
cromafin (nAChR, del inglés nicotinic acetylcholine receptor) son estructuras 
pentaméricas formadas por la unión de subunidades llamadas α y β.  
  Su activación por ACh permite la entrada de Na+ y, en menor medida, Ca2+, 
que a su vez provocan cambios en el potencial de membrana y la activación de canales 
iónicos activados por voltaje. Este papel iniciador del potencial de acción confiere al 
nAChR un papel primordial en la neurosecreción fisiológica en células cromafines 
(Lopez y col., 1998). Recientemente, se ha postulado que la estimulación subumbral del 
nAChR con bajas concentraciones de agonista podría movilizar depósitos intracelulares 
de vesículas exocitóticas (Arnáiz-Cot y col., 2008; Tapia y col., 2009). Asímismo, se 
están atribuyendo al receptor α7 propiedades neuroprotectoras en células cromafines 
(Egea y col., 2007) y en modelos ex vivo (Rosa y col.,  2006) 
 
 
1.2.2.1.2.- Canales de calcio dependientes de voltaje  
 
 
Los CCDV son proteínas heteroméricas de membrana que median la entrada de 
calcio en la célula en respuesta a cambios en el potencial de membrana. Están presentes 
en células excitables y no excitables y constituyen un enlace fundamental entre las 
señales eléctricas y químicas de la superficie de la membrana y las respuestas 
bioquímicas intracelulares proveyendo una importante fuente de calcio para los 
procesos básicos en la generalidad de las células como  crecimiento, apoptosis y 
regulación génica (Cano-Abad, 2001) y, en células excitables, los fenómenos de 
contracción muscular y neurotransmisión (Ruiz-Nuño, 2001). 
 
En función del rango de voltaje en el que los CCVD son activados surge una 
primera clasificación electrofisiológica de los mismos. 
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Los canales de bajo umbral de activación (Low Threshold Activated, LVA) 
tienen su máxima amplitud de apertura a unos -20 mV.  El canal de tipo T es el único 
canal de Ca2+ de bajo umbral descrito hasta la actualidad.  
 
Los canales de alto umbral de activación (High Voltaje Activated, HVA) 
requieren mayores despolarizaciones para su apertura y tienen su máximo de corriente 
en torno a los 0 mV. Su susceptibilidad al bloqueo con distintos fármacos y toxinas ha 
permitido establecer una clasificación farmacológica de los CCVD HVA (Olivera y 
col, 1994; García y col., 2006).  
 
Los canales HVA de tipo L (del inglés long lasting, de larga duración) deben su 
nombre a la resistencia a inactivación por pulsos largos despolarizantes (τinact >500ms) 
(Villarroya y col., 1999). Esta inactivación es dependiente de la [Ca2+]c y no del voltaje 
de la membrana. Son sensibles a 1,4-dihidropiridinas, y se han descrito sustancias 
bloqueantes como el nifedipino, y activadores como el BayK8644 (García y col., 1984).  
Los CCDV tipo N son un grupo heterogéneo de canales que precisan grandes 
despolarizaciones para su activación. En contra de lo que ocurre con los canales L, se 
inactivan rápidamente a potenciales despolarizantes, aunque de forma incompleta (Fox 
y col., 1987a y b; Plummer y col., 1989). Actualmente, la mejor forma de 
caracterizarlos es utilizando criterios farmacológicos debido a su insensibilidad a las 
DHP y a su bloqueo por ω-CTx-GVIA (100-500 ptM) (Aosaki y Kasai, 1989; Regan y 
col., 1991) y por ω-conotoxina MVIIC ω-CTx-MVIIC) (Martin-Moutot y col, 1995) a 
concentraciones mayores de 100 nM (Birnbaumer y col., 1994).  
Los canales de calcio tipo P fueron descritos por primera vez en las células de 
Purkinje del cerebelo de donde obtienen su nombre (Llinás y col., 1991; Mintz y col., 
1992a). La ω-agatoxina-lVA (Aga-IVA) es un péptido de 28 aminoácidos purificado a 
partir del veneno de A. aperta y debido a su potencia y selectividad es el bloqueante 
más utilizado para el estudio y caracterización farmacológica de los canales de tipo P 
(Mintz y col., 1992a y b). 
Al igual que los canales de tipo P, los de tipo Q son resistentes a las DHP pero 
se diferencian porque presentan una menor sensibilidad a ω-Aga-IVA (son bloqueados a 
concentraciones > 10 nM) (Zhang y col., 1993; Birtibaumer y col., 1994), tienen una 
cinética de inactivación más rápida y presentan una elevada sensibilidad a ω-CTx-
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MVIIC (rango nM) (Sather y col., 1993). Debido a la dificultad de distinguir 
farmacológicamente a los canales del subtipo P de los del subtipo Q, suele empearse en 
la literatura el término “canal P/Q” para referirse a los canales bloqueados 
selectivamente por Aga-IVA. 
Existe un último tipo de CCDV insensible al bloqueo por dihidropiridinas y  las 
toxinas selectivas para canales N y P/Q, el CCDV tipo R. Se ha demostrado su 
presencia en células cromafines de rata (Carabelli y col., 2003), ratón (Aldea y col., 
2002; Albillos y col., 2000) y humanas (Pérez-Álvarez y col., 2008) utilizando la 
técnica de patch-clamp en su configuración de parche perforado.  
 
1.2.2.1.3.- El retículo endoplásmico 
 
El retículo endoplásmico (RE) es una organela con alta capacidad de retención 
de Ca2+. La concentración de Ca2+ en el retículo endoplásmico, [Ca2+]RE, se ha estimado 
en unos 5-10 mM, si bien buena parte del mismo se encuentra unido a proteínas 
quelantes de Ca2+ (reticuloplasminas) como la calreticulina, dejando concentraciones de 
Ca2+ libres que van desde el micromolar hasta 3 mM (Meldolesi y Pozzan, 1998; 
Alonso y col., 1999). El RE es un entorno idóneo para el procesamiento postraduccional 
de proteínas (plegado, glicosilación…), que son maduradas y empaquetadas en esta 
organela antes de alcanzar su destino final (generalmente, la membrana plasmática). 
 
 El Ca2+ del RE es dinámico y se encuentra en un continuo proceso de secuestro y 
liberación.  Está implicado en varios procesos de señalización de Ca2+ intracelular, 
desde los más rápidos, como la neurosecreción hasta las respuestas adaptativas a largo 
plazo (Verkhratsky, 2004; Berridge, 1993). Las alteraciones de la homeostasia del Ca2+ 
reticular pueden conducir a la expresión de señales citoprotectoras y/o apoptóticas con 
relevancia clínica en enfermedades neurodegenerativas (Paschen, 2003 a y b). 
 
 El retículo endoplásmico no es una organela homogénea sino que consta de 
compartimentos diferenciados en cuanto a sus proteínas de membrana, sugiriendo que el 
RE puede generar y controlar una multitud de señales de [Ca2+]c (Golovina y Blaustein, 
1997). Alonso y colaboradores (1999) describieron diferencias cuantitativas en la salida 
de Ca2+ reticular inducida con cafeína e histamina que indican la posible existencia de al 
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menos dos depósitos de Ca2+ en células cromafines bovinas: uno dependiente de inositol 
trisfosfato (IP3) y uno IP3-independiente (Cheek y col., 1991). 
 
En la célula cromafín bovina se conocen tres estructuras en la membrana del RE 
que predominan en el manejo de la [Ca2+]RE: la SERCA (del inglés, SarcoEndoplasmic 
Reticulum Calcium ATPase), los receptores de rianodina (RyR) y los receptores de 
inositol trisfosfato (IP3R).  
 
La SERCA es una ATPasa tipo P que toma Ca2+ del citosol y lo introduce en el 
lumen reticular en contra de gradiente electroquímico.  El proceso requiere gasto 
energético en forma de ATP. Su afinidad por el Ca2+ está comprendida entre 0’1 y 1 
µM. Se conocen dos isoformas de SERCA expresadas en CCB, la 2b y la 3 (Poulsen y 
col., 1995). Ambas son inhibidas por tapsigargina, una lactona sesquiterpénica 
encontrada en la especie Thapsia garganica (Lytton y col., 1991). La inhibición de la 
SERCA impide la entrada de Ca2+ en el RE y como consecuencia el depósito se va 
vaciando progresivamente (Alonso y col., 1999). 
 
Los IP3R se encuentran en virtualmente todos los tipos celulares. Son canales de 
Ca2+ activados por ligando, en concreto el IP3 que se produce en el interior de la célula 
por la activación de la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza el fosfatidilinositol bisfosfato 
(PIP2) de la membrana plasmatica plasmática en IP3 y diacilglicerol (DAG). La 
activación de PLC en CCB puede inducirse por la unión de histamina a receptores 
histaminérgicos H1 de la membrana plasmática. El DAG a su vez activa la proteína 
kinasa C (PKC) que limita la salida de Ca2+ a través del IP3R (Fig. 7). La apertura de los 
IP3R está regulada por la [Ca
2+] extraluminal y adopta una curva de activación en 
campana que tiene su máximo en torno a los 200 nM (Thrower y col., 1998; 
Bezprovanny y col., 1991). El receptor de IP3 se ha asociado con funciones de 
crecimiento y maduración, fertilización, extensión de neuritas, expresión génica y la 
secreción de neurotransmisores (Berridge, 1993) 
 
Farmacológicamente, podemos inhibir la activación de los IP3R mediante el 
fármaco permeable 2-APB (Maruyama y col., 1997). La xestospongina C y la heparina 
también bloquean los IP3R. 
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Fig. 7.- Cascadas intracelulares promovidas 
por la activación de receptores 
histaminérgicos en CCB. H1, receptor 
histaminérgico; PIP2, fosfatidilinositol 
bisfosfato; PLC, fosfolipasa C; IP3, inositol 
trisfosfato; DAG, diacilglicerol; IP3R, 
receptores de inositol trisfosfato; PKC, 
proteína kinasa C. 
 
 
 
 
 
Los RyR se activan por la presencia de Ca2+ extraluminal (Zucchi y Ronca-
Testoni, 1997) y son responsables del fenómeno de liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 
o CICR (Calcium Induced Calcium Release), según el cual diversos agentes que 
promueven incrementos en la [Ca2+]c provocan liberación de Ca
2+ del RE. Esta 
liberación se ha asociado con un mejor funcionamiento de la migración vesicular 
(Fabiato, 1983; Alonso y col., 1999). Los RyR también presentan una curva de 
activación en campana, ocurriendo que la apertura del canal se inhibe a concentraciones 
de Ca2+ superiores a 150 µM (Meissner y col., 1986). El ion Ca2+ es el principal 
regulador conocido de los RyR, pero también son modulables fisiológicamente por 
cADPR, ATP y Mg2+, proteínas quelantes de Ca2+ (calmodulina y calsecuestrina) y 
fosforilación mediada por proteína cinasa A (Fill y Copello, 2002). 
 La rianodina, un alcaloide de Ryania speciosa, además de dar nombre al canal, 
modula la actividad del mismo. A una concentración de 10 µM, deja el canal en un 
estado de semiconductancia inactivable por Ca2+, produciendo el vaciado del depósito 
de Ca2+ RyR-dependiente en CCB (Rousseau y col., 1987; Buck y col., 1992). Otro 
compuesto activo sobre el RyR es la cafeína, que actúa como agonista del canal a 
concentraciones milimolares (Cheek y col., 1993). La aplicación continuada de este 
fármaco vacía el depósito de Ca2+ reticular en células cromafines (Alonso y col., 1998). 
 
 
 
IP3 DAG
Activación PKCIP3R
Activación PLC
PIP
Tráfico vesicular
Exocitosis
Otras funciones
Liberación de Ca2+
Señal extracelular
(p.ej. Histamina)
2
(-)(+)
(+)
(+)
(+)
H1
                                                                                                                            INTRODUCCIÓN 
 
 
 - 33 - 
 
En células cromafines, como en muchas otras estirpes celulares, se ha 
identificado una corriente de entrada de iones Na+ y Ca2+ a través de la membrana 
plasmática consiguiente a la liberación de Ca2+ del RE. Este fenómeno se conoce como 
entrada de calcio operada por depósito (SOCE, del inglés Store Operated Calcium 
Entry). Su función más reconocida es la de suministrar iones Ca2+ para el rellenado del 
RE. La corriente está mediada por canales iónicos tipo TRPC (Transient Receptor 
Potential Channel), que son inespecifcos para Na+ y Ca2+; en células PC12 se ha 
descrito la existencia de los subtipos TRPC 3, 4 y 6 (Tesfai y col., 2001; Obukhov y 
Nowycky, 2002). La SOCE es activa constitutivamente en CCB (Cheek y Thorn, 2006) 
y se puede inducir por agentes que originan salida de Ca2+ reticular como tapsigargina, 
cafeína o histamina (mediante la producción de DAG) (Robinson y col., 1992, Putney 
Jr., 2007). Esta señal origina y modula respuestas secretoras en CCB (Fomina y 
Nowycky, 1999; Zerbes y col., 2001). 
 
1.2.2.1.4.- Control de la secreción por organelas intracelulares: La tríada 
funcional, NCX y SOCE 
 
 Existe una estrecha relación entre la gestión del Ca2+ intracelular por el RE y la 
mitocondria y aquél que procede del medio extracelular a través de CCDV, el NCX y la 
SOCE. La exocitosis se ve asimismo afectada por el secuestro y liberación de Ca2+ en 
las organelas intracelulares en CCB. Por un lado, la histamina y la cafeína, agonistas de 
los IP3R y RyR respectivamente, generan por sí mismas una señal exocitótica (Marley y 
col., 2003, Cheek y col, 1990). Por otro, estimulan la salida de Ca2+ del RE con 
histamina tiene efectos potenciadores sobre la secreción de catecolaminas (Houchi  y 
col., 1997), mientras que vaciar el depósito con cafeína o tapsigargina deprime la 
respuesta secretora (Pan y Fox, 2000; Lara y col., 1997). El mecanismo de CICR a 
través de los RyR se ha mostrado como factor necesario para la movilidad vesicular 
(Shakyrianova y col., 2007). Este hecho implica al depósito de Ca2+ reticular con la 
recarga de depósitos vesiculares y puede explicar por sí mismo los efectos moduladores 
de la secreción (Augustine y Neher, 1992). La proteína PKC, que está relacionada con 
la movilización del Ca2+ del RE, también modula la exocitosis afectando el tráfico 
vesicular (Gillis y col., 1996). 
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 Se ha postulado la teoría de la tríada funcional (Fig. 8), según la cual la señal 
de Ca2+ originada por apertura de CCDV en células cromafines bovinas sería modulada 
por el RE y la mitocondria. En el RE, el fenómeno de CICR ocurre tras la entrada 
masiva de Ca2+ por CCDV. Este Ca2+ de origen reticular amplificaría la señal de Ca2+ 
proveniente del exterior de la célula, potenciando la exocitosis y aumentando la 
movilidad vesicular. La mitocondria es capaz en estas condiciones de capturar grandes 
cantidades de Ca2+ a través del MCU, que libera progresivamente de vuelta al citosol. 
Existe asímismo una comunicación entre RE y mitocondria ya que señal de Ca2+ 
generada por estimulación de IP3R es captada por la mitocondria (Montero y col., 
2002). La señal de Ca2+ originada por la apertura de CCDV es distribuida por las 
organelas intracelulares en forma de microdominios que modulan la exocitosis en CCB 
(García y col., 2007). 
 
 Fig. 8.- La tríada funcional en células cromafines bovinas: La señal de Ca2+ procedente de los 
canales de calcio dependientes de voltaje (VOCC, del inglés voltage-operated calcium channels) activa el 
mecanismo CICR a través de los RyR del RE generando microdominios con alta [Ca2+]c. El Ca
2+ es 
también capturado por el uniportador mitocondrial (U), produciendo elevaciones transitorias de la 
[Ca2+]mit. Tomado de Garcia y col., Physiol.Rev., 2006. 
 
Existen evidencias que asocian la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ del 
plasmalema (NCX) con el depósito de calcio del retículo endoplásmico. El NCX es una 
estructura proteica de membrana que transporta de forma antiparalela iones Na+ y Ca2+ a 
través de la membrana plasmática. Este transporte se efectúa a favor de gradiente 
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electroquímico para ambos iones  y no requiere de gasto energético. La estequiometría 
de la reacción es de tres iones de Na+ por uno de Ca2+; por lo tanto la actividad del 
intercambiador es electrogénica. Este intercambio puede producirse en cualquier sentido 
y se describen dos modos de funcionamiento del NCX: sacando iones Na+ del citosol e 
introduciendo iones Ca2+ del medio extracelular (modo directo) o viceversa, 
introduciendo Ca2+ y extrayendo Na+ (modo reverso). Este modo reverso se activaría en 
situaciones de elevación de la [Na+]i, como es el caso del modelo propuesto para la 
acción de los glucósidos cardiotónicos. 
 
Pan y colaboradores han observado que el bloqueo de la SERCA con 
tapsigargina disminuye la elevación de [Ca2+]c provocada por el modo reverso del NCX 
(Pan y col., 2006). También se postula que el intercambiador puede ser una fuente de 
calcio para el rellenado del retículo (Hirota y col., 2007), mientras que, usando otros 
protocolos, otros autores observan liberación de Ca2+ de esta organela debida a la 
activación del modo reverso del NCX (Wu y col., 2008). Diferentes isoformas del NCX 
pueden afectar de forma distinta al Ca2+ reticular y a susceptibilidad celular a la 
sobrecarga de Ca2+ (Hurtado y col., 2006). 
 La SOCE genera una corriente inespecífica de Na+ y Ca2+. El Ca2+ que ingresa 
por los canales de calcio operados por depósito (SOCC, Store Operated Calcium  
Channels) se utiliza para recargar el RE mediante la actividad de la SERCA. Además, el 
Na+ que entra en la célula por TRPC puede inducir la actividad reversa del NCX, que 
introduciría más Ca2+ que también se utilizaría en el rellenado del RE (Lemos y col., 
2007). Estos datos indican que existe un equilibrio funcional entre las organelas 
intracelulares y ciertas estructuras de la membrana plasmática que afecta tanto a la señal 
de Ca2+ intracelular como a la exocitosis en células cromafines (Yang y col., 2001).  
 
 
1.2.2.1.5.- Las vesículas exocitóticas: procesos de maduración y transporte 
 
El principal tipo de vesícula existente en las células cromafines son las llamadas 
“vesículas grandes de núcleo denso” (LDCV, large dense core vesicles). La 
biosíntesis de las vesiculas comienza en el aparato de Golgi, donde se produce el 
ensamblaje de proteínas específicas a membranas inmaduras. Las vesículas recién 
formadas sufren procesos de maduración y transporte hasta que alcanzan la 
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membrana plasmática para ser exocitadas. Diversos autores han establecido la 
existencia de hasta cuatro depósitos o poblaciones de vesículas cromafines en función 
de este estado de madurez (von Ruden y Neher, 1993, Fig.9; Nofal y col., 2007). Para 
los propósitos de este trabajo, consideraremos un modelo bicompartimental formado 
por: 
 
i) El depósito de reserva (RP, reserve pool). La mayoría de las vesículas (≈ 95%) 
se encuentran alejadas de la membrana plasmática. Se ha estimado que la migración de 
estas vesículas hacia las zonas subplasmalemales requiere de unos 6 minutos (Steyer y 
col, 1997) y de concentraciones de Ca2+ en el rango submicromolar. 
ii) El depósito de vesículas maduras (primed pool). En esta última etapa del 
proceso de maduración, las vesículas van incorporando progresivamente varias 
proteínas y ocupan su localización final adyacente a la membrana. Tras ser liberados, se 
calcula que estos depósitos se recargan en aproximadamente un minuto (Smith y col., 
1998) en un proceso que depende de la [Ca2+] y de la temperatura (Von Ruden y Neher, 
1993; Bittner y Holz, 1992). La enzima soluble PKC se ha asociado con esta etapa de 
maduración vesicular por su implicación en la expresión de la proteína SNAP-25 del 
complejo SNARE (Montiel y col., 2003) 
 
 
Fig. 9.- Modelo de depósitos de 
vesiculas propuesto por von Ruden y Neher 
en 1993. Las vesículas en reserva (A) se 
encuentran alejadas de la membrana y pasan 
a un estado anclado (“docked”, B) en el 
subplasmalema mediante un proceso 
reversible dependiente de la [Ca2+]c. Son 
estas vesículas las que son aptas para 
fusionarse con la membrana en el proceso 
exocitótico (C). 
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II. Hipótesis y objetivos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Apunta a la luna. Si fallas, podrías darle a una estrella  
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La capacidad de inhibir el transporte activo de Na+ y K+ y la consiguiente 
alteración de las concentraciones intracelulares de iones se ha considerado durante años 
la explicación única para las acciones neuropotenciadoras de los esteroides 
cardiotónicos sobre la exocitosis. En células cromafines bovinas se ha demostrado la 
calcio-dependencia del fenómeno, observado cambios en las concentraciones basales de 
Ca2+ citosólico (de la Fuente y col., 1996) y se ha atribuido su origen al intercambio 
Na+/Ca2+ a traves del plasmalema (Torok y col, 1990). 
 
En los últimos años se ha encontrado una clara relación entre el proceso 
exocitótico y la gestión de Ca2+ por organelas intracelulares. En concreto, la captación y 
liberación de Ca2+ por el retículo endoplásmico se ha asociado con alteraciones en la 
exocitosis a corto y medio plazo, indicando posibles influencias sobre las distintas 
poblaciones de vesículas secretoras presentes en células cromafines. Algunos trabajos 
apuntan a una conexión funcional entre el efecto de ouabaína sobre la NKA y el RE. 
Una acción demostrada de los glucósidos cardiotónicos es la reversión del NCX, que 
introduciría Ca2+ a expensas del acúmulo de Na+ en el citosol generado como 
consecuencia de la inhibición de la NKA.   
 
Partiendo de estos indicios, el presente trabajo pretende replantear el estudio del 
mecanismo de acción del esteroide cardiotónico ouabaína para explicar su efecto 
potenciador de la neurotransmisión utilizando como modelo la célula cromafín bovina. 
Nuestro estudio se centra en el depósito de Ca2+ intracelular del retículo endoplásmico, 
partiendo de la hipótesis de que la ouabaína podría liberar Ca2+ de dicho depósito 
aumentando así la disponibilidad de vesículas disponibles para ser exocitadas. Para 
someter a escrutinio esta hipótesis, planteamos los siguientes objetivos: 
 
1) En primer lugar, describiremos el fenómeno de potenciación de la 
exocitosis inducido por ouabaína en preparaciones de células cromafines 
bovinas utilizando diferentes protocolos de estimulación y la medida 
amperométrica de la secreción. Se utilizarán soluciones despolarizantes 
ricas en K+ para inducir la exocitosis mediante la apertura de canales de 
calcio voltaje-dependientes (CCVD), secretagogos que movilicen las 
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reservas de Ca2+ intracelular (cafeína e histamina), reintroducción de 
Ca2+ para activar la entrada capacitativa de Ca2+ y ACh, sustancia que 
promueve la liberación de neurotransmisores en un proceso similar al 
fisiológico. 
 
2) Una  vez caracterizada la acción de ouabaína sobre la exocitosis bajo 
diferentes condiciones de estimulación, se estudiará la influencia sobre la 
misma del bloqueo farmacológico de estructuras de membrana asociadas 
a la entrada de Ca2+ y al fenómeno exocitótico en la célula cromafín 
como los CCVD y el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX). 
 
3) Se valorará la participación del retículo endoplásmico (RE) y su 
capacidad de gestión de la [Ca2+]i  a través de canales y bombas de Ca
2+  
(RyR, IP3R, SERCA) en la potenciación ouabaínica. Utilizaremos para 
ello la medida amperométrica de la secreción, diversos bloqueantes 
farmacológicos y medidas directas de [Ca2+]RE. 
 
4) Asimismo, visualizaremos y analizaremos la movilidad de las vesículas 
exocitóticas mediante TIRF para saber si la ouabaína puede estar 
modificando los procesos de maduración y transporte de las mismas.  
 
5) Finalmente, estudiaremos la posibilidad de que la ouabaína unida a la 
NKA pueda incorporarse al citosol mediante un proceso de endocitosis. 
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III. Materiales y métodos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cualquier tecnología lo suficientemente avanzada es indistinguible de la magia 
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3.1.- Aislamiento y cultivo de células cromafines bovinas. 
 
 Las células cromafines bovinas se aislaron de glándulas adrenales de terneras de 
aproximadamente un año  de edad siguiendo métodos estandarizados (Livett, 1984) con 
algunas modificaciones (Moro y col., 1990). Las células se suspendieron en Medio 
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y se suplementaron con un 5% de suero fetal 
bovino, 10 µM de citosina arabinósido, 10 µM de fluorodeoxiuridina, 50 IU/ml de 
penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Para los experimentos de secreción de 
catecolaminas, las células se sembraron en placas Petri de 60 mm a una densidad de 106 
células/ml (5 ml por placa). Para los experimentos de patch-clamp y medida de 
[Ca2+]RE, se sembraron en cubreobjetos de 12 mm de diámetro cubiertos con polilisina 
(0’1mg/ml). Para los experimentos de medida de [Ca2+]c, de microscopía confocal y de 
TIRFM, se sembraron en cubreobjetos de 25 mm de diámetro, también con polilisina.  
Las células se mantuvieron de 1 a 4 días en un incubador a 37ºC, saturado de humedad 
y con un 5% CO2/95% de aire atmosférico.  
 
3.2.- Medida en tiempo real de la liberación de catecolaminas de 
poblaciones de células cromafines bovinas. 
 
 Las células se separaron cuidadosamente del fondo de la placa Petri con una 
espátula de goma y fueron centrifugadas a 800 rpm durante 10 minutos. El sedimento se 
resuspendió en 200 µl de Krebs-Hepes (composición en mM: NaCl 144; KCl 5.9; 
MgCl2 1.2; glucosa 11; Hepes 10; pH 7.4) con 0 ó 2 mM CaCl2 según se requiriese. Se 
introdujo a las células en una microcámara de 100 µl y se perfundieron las soluciones 
del experimento a una velocidad de 2 ml/min. El liquido que salía de la cámara de 
perfusión se dirigía a una detector electroquímico modelo Metrohn AG CH-9100 
Hersau colocado al lado de la cámara que monitorizaba en tiempo real en su modo de 
medida amperométrica la cantidad de catecolaminas secretadas (Borges y col., 1986). 
Se estimuló las celulas con pulsos de 10 segundos de duración aplicados cada 3 minutos 
con distintas soluciones según el experimento. Se utilizó una solución de Krebs- Hepes 
que contenía 35 mM de K+ mediante una sustitución isoosmótica de NaCl por KCl, 
soluciones con 20 mM de cafeína o 100 µM de histamina y la reintroducción de una 
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solución Krebs-Hepes estándar con 2 mM de Ca2+ sobre otra con 0 mM de Ca2+ 
nominal que se perfundía a las células. Las soluciones se intercambiaron rápidamente a 
través de electroválvulas controladas por un ordenador. Todos los experimentos de 
secreción se realizaron a 37ºC que se alcanzaron sumergiendo las soluciones de 
perfusión en un baño termostático e introduciendo la camarita de perfusión en una 
camisa termostatizadora. 
 
3.3.- Medida del potencial de membrana mediante la técnica de patch-
clamp en la modalidad de parche perforado. 
 
 Para las medidas de potencial de membrana la solución extracelular tenía la 
siguiente composición (en mM): 145 NaCl, 1 MgCl2, 10 HEPES, 5.5 KCl y 10 glucosa 
y 0 ó 2 Ca2+según se requiriese. Para los experimentos de despolarización con K+, se 
sustituyó isoosmóticamente el NaCl por 35 ó 100 mM de KCl según el caso. La 
solución intracelular contenía (en mM): 145 KCl, 9 NaCl, 1 MgCl2, 10 HEPES y 0.5 
µg/mL de anfotericina B. El pH se ajustó a 7’2 con KOH. Se prepararon soluciones 
madre de anfotericina B (50 mg/ml) disuelta en dimetilsulfóxido (DMSO) y se 
mantuvieron congeladas y protegidas de la luz. La concentración final se alcanzó tras 
sonicar y diluir en solución intracelular. La pipetas se fabricaron estirando capilares de 
vidrio borosilicatado, se las cubrió con una fina capa de cera y se pulieron con ligeras 
aplicaciones de calor en una microforja. La resistencia de las mismas fue de 3-5 MΩ. 
Antes de proceder al rellenado de la pipeta, su punta se sumergía en solución 
intracelular sin anfotericina B.  Una vez realizado el sello, el potencial de membrana se 
ajustó a -80 mV y se dejó a la anfotericina actuar durante 10-15 minutos hasta que la 
resistencia de acceso estuvo en torno a 20 MΩ. Se descartaron los sellos con valores de 
fuga mayores de 5 pA. Se registró el potencial de membrana durante un periodo de 5-10 
minutos en los cuales se dieron pulsos breves de 8 segundos con soluciones 
extracelulares que contenían 35 mM K+ ó 100 mM K+ y 0 ó 2 mM Ca2+ según el caso. 
El cambio de soluciones se realizó mediante una pipeta con cinco vías controladas por 
electroválulas que se situó en las inmediaciones de la célula. No se corrigieron el 
potencial de baño ni la fuga. Los datos se registraron mediante un amplificador EPC-9 
(HEKA) conectado a un PC donde se ejecutaba  el programa Pulse. Los experimentos se 
llevaron a cabo a temperatura ambiente. 
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3.4.- Registro amperométrico de la liberación cuantal de catecolaminas en 
células individualizadas. 
 
 La liberación de catecolaminas en células individualizadas se midió por 
amperometría (Wightman y col., 1991; Chow y col., 1992). Los electrodos se 
construyeron según lo descrito (de Diego y col., 2008) introduciendo una fibra de 
grafito de 10 µM de diámetro (Amoco) en capilares de vidrio (Kimble-Kontes). El 
amperómetro se conectó a una interfase (Powerlab/45P AD instruments, New Zealand) 
que digitalizó la señal a 10 kHz y la envió a un ordenador Apple Macintosh Power PC y 
se visualizó con el software Chart v.4.2 (AD instruments, New Zealand). Se aplicó al 
electrodo un potencial de 730 mV (con respecto a un electrodo de AgCl). Los electrodos 
se calibraron siguiendo buenas prácticas de amperometría (Machado et al., 2008) 
perfundiendo noradrenalina (50 µM) disuelta en solución Tyrode y midiendo la 
corriente generada; sólo se usaron los electrodos que produjeron corrientes entre 200 y 
400 pA.  
Los cubreobjetos se montaron en la camarita de un microscopio invertido Nikon 
Diaphot. Las células se perfundieron continuamente, con una pipeta de 5 vías controlada 
eléctricamente, con una solución Tyrode con la siguiente composición (en mM): 137 
NaCl, 1 MgCl2, 5.3KCl, 2 CaCl2, 10 HEPES y 10 glucosa (pH 7.3, ajustado con 
NaOH). La solución con K+ elevado (24 mM K+) se elaboró reemplazando 
equiosmolarmente NaCl con KCl. La solución de Ba2+ se preparó sutituyendo el CaCl2 
por 5 mM BaCl2. A la hora de los experimentos, se disolvieron las cantidades 
apropiadas de ouabaína en solción Tyrode. Los experimentos se realizaron a 
temperatura ambiente (24+2ºC).  
 
3.5.- Medida de IBa mediante la técnica de patch-clamp en la modalidad de 
célula entera. 
 
Para las medidas de IBa la solución extracelular tenía la siguiente composición 
(en mM): 145 NaCl, 1 MgCl2, 10 HEPES, 5.5 KCl y 10 glucosa y 10 BaCl2. La 
solución intracelular contenía (en mM): 145 KCl, 9 NaCl, 1 MgCl2, 10 HEPES. El pH 
se ajustó a 7’2 con KOH. Se utilizaron pipetas de vidrio borosilicatado con una 
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resistencia de 3-5 MΩ. El potencial de membrana se fijó a -80 mV previo a la apertura 
del sello. Se descartaron los sellos con valores de fuga mayores de 20 pA. Se aplicaron 
trenes de pulsos desde el potencial de fijación a -10 mV de 50 ms de duración cada 30 s. 
La célula fue perfundida durante todo el experimento mediante una pipeta multicanal 
situada en las inmediaciones de la misma que permitía un rápido intercambio de 
solución extracelular. Tras cinco pulsos control, se perfundieron los fármacos de estudio 
durante otros cinco pulsos. No se corrigieron el potencial de baño ni la fuga. Los datos 
se registraron mediante un amplificador EPC-9 (HEKA) conectado a un PC donde se 
ejecutaba el programa Pulse. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura 
ambiente. 
 
3.6.- Medida de [Ca2+]c mediante la sonda fluorescente Fluo-4. 
 
 Las células sembradas en cubreobjetos de 25 mm de diámetro a una densidad de 
1x105 células/cubre se incubaron a 37ºC en presencia de 2 µM de la sonda fluorescente 
Fluo-4-AM. Tras este periodo se lavaron dos veces durante 10 minutos con solución 
estándar de Krebs-Hepes con 0 ó 2 mM Ca2+ según se requiriese (ver composición en el 
apartado 3.2). El sistema de imagen consistía en un microscopio confocal (MRC 1024; 
Bio-Rad) acoplado a un PC. La excitación de la sonda se produjo a 488 nm con un láser 
de Kr-Ar y se midió la emisión a 522 + 32 nm. La frecuencia de adquisición de las 
imágenes fue de 0’5 Hz. Se corrigió el fondo para cada experimento. Las células se 
estimularon mediante un sistema de perfusión como el descrito en 3.3 controlado por 
otro ordenador con pulsos de 10 segundos de duración cada 3 minutos. Los cambios en 
la fluorescencia de Fluo-4 no se calibraron y se muestran como unidades arbitrarias de 
fluorescencia (UAF). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y en 
oscuridad.  
 
 
3.7.- Medida de [Ca2+]RE en células cromafines bovinas transfectadas con 
camaleón-D1 
 
 Para estos experimentos se utilizaron células cromafines bovinas transfectadas 
con el plásmido camaleón-D1 y mantenidas en cultivo 3-4 días para la expresión de la 
proteína. La transfección se efectuó por electroporación con el Nucleofector de Amaxa 
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de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se resuspendieron 2x106 células en 100 µl 
de solución de electropración a la que se habían añadido 2 µg de ADNc con l plásmido 
que codifica para la proteína camaleón-D1. Este plásmido fue un generoso regalo del 
Dr. Roger Tsien. Para la transfección se utilizó el protocolo A-033. Las células fueron 
resuspendidas en medio de cultivo DMEM sin inhibidores del crecimiento de 
fibroblastos, suero ni antibióticos y se sembraron en cubreobjetos de 18 mm de 
diámetro en placas de 24 pocillos. Tras 5 h, se reemplazó el medio por DMEM 
suplementado cada 24 h. 
Tras 3-4 días en cultivo, se colocaron los cubreobjetos en una camarita de 
perfusión acoplada a un microscopio de fluorescencia invertido (BX51WIF, Olympus) 
con un objetivo Olympus 40X (NA=0’9). Para la medida de cocientes de la 
fluorescencia, se excitó a 440 nm y se midió la emisión a 512 y 480 nm. La rueda de 
filtros (440DF20), los filtros dicroicos (455DRLP) y los filtros de emisión (480DF30 y 
535DF25) se adquirieron de Omega Optical and Chroma Technologies (Brattleboro, 
VT, USA). Las imágenes fueron capturadas con una cámara CCD (Sony). La 
sincronización de la cámara y la adquisición de datos brutos se realizaron con el 
software Cell R de Olympus (versión 2.6). El cociente de fluorescencia 512/480 se 
calculó y normalizó con el software MS Excel (Microsoft Corporation, Redmod, 
Washington, USA). Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22+2ºC). 
 
3.8.- Medida de la movilidad vesicular mediante la técnica de TIRFM 
 
Para los experimentos de TIRFM, se aislaron células cromafines bovinas y se 
electroporaron con el Nucleofector de Amaxa de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Un millón de células se resuspendieron en 100 µl de solución de 
nucleofección a la que se añadieron 2 µg de cDNA que codificaba para NPY-EGFP. 
Este plásmido es un regalo del Dr. Wolfhard Almers (Taraska y col., 2003). Para la 
transfección se utilizó el protocolo O-001. Las células fueron sembradas a una densidad 
de 5x105 en cubreobjetos de 18 mm de diámetro y colocadas en placas de 6 pocillos. 
Las células se incubaron durante 5 h en un medio sin suero ni antibióticos y con DNasa 
I (10 µg/ml). Tras este periodo, el medio se suplementó con 10% SBF. Las células se 
utilizaron 24-48 h después. 
Las células se visualizaron en un microscopio invertido (Zeiss 200M) a través de 
un objetivo 100X (alpha Fluar, 100X/1.45 N.A., Zeiss). Para el enfoque, se utilizó un 
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líquido de inmersión especial (n488 = 1.518; Zeiss). Para la iluminación en campo 
evanecente, se utilizó un láser de argón (Lasos, Lasertechnik GmbH, Germany). El haz 
de luz (488 nm) atravesó un filtro de banda de emisión (488/10; Zeiss) y se utilizó para 
excitar la EGFP. El haz de luz se enfocó a una posición fuera del eje en el plano focal 
posterior del objetivo. En estas condiciones, la luz que impacta en el cubreobjetos entra 
en reflexión total interna y queda atrapada en la interfase del vidrio del cubreobjetos y la 
solución o célula encima de él.  La reflección total interna genera un campo evanescente 
que decae exponencialmente con la distancia a la interfase, dependiendo del ángulo con 
el que impacta a esta interfase (Axelrod y col., 1983; Steyer y Almers, 2001). La 
imágenes se proyectaron en una cámara CCD (AxioCam MRm, Zeiss) tras pasar por 
filtros dicroicos (FT500) y de banda (525/50 nm). Se tomaron imágenes de células 
individuales iluminadas por un campo evanescente con el software Axiovision (Zeiss) 
durante 2 min con exposiciones de 250 ms a una frecuencia de 2 Hz  
Las imágenes fueron analizadas con el software MM. Se marcó la posición de 
cada vesícula y se rastreó su posición con respecto al tiempo para medir el 
desplazamiento cuadrado medio  (Allersma y col., 2004; Camacho y col., 2008; Steyer 
y Almers, 1999). 
 
 3.9.- Seguimiento de la internalización de ouabaína fluorescente utilizando 
microscopía confocal. 
 
 Se sembraron células cromafines bovinas en cubreobjetos de 18 mm a una 
densidad de 2x105. Tras 24-48 h en cultivo, los cubreobjetos se montaron en un 
microscopio confocal Leica SP-5 con opción de control de temperatura y CO2, que 
permitió trabajar a 37ºC y 5% CO2. Una vez colocadas las células en la camarita del 
microscopio, se añadió la sonda fluorescente ouabaína-Bodipy a una concentración de 
300 nm y se procedió a obtener imágenes secuenciales en el plano Z cada 1 µM de 
espesor desde el fondo del cubreobjetos hasta el ápice superior de las células. La 
longitud de excitación fue de 440 nm y la de emisión de 480 nm. Se adquirieron 
sucesivas series Z cada 10 min durante un periodo de 2 h. En un único experimento, la 
imagen se amplió para mostrar una única célula y las imágenes se tomaron cada 15 min 
durante un periodo de 45 min. Las imágenes se registraron con la ayuda del software 
Leica Application Suite AF 1.8.1 (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) y se 
procesaron cuando fue necesario con Image J, version 1.42Q (NIH, USA). 
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3.10.- Materiales y soluciones. 
 
El medio DMEM, la albúmina de suero bovina y el suero fetal bovino se 
compraron a Gibco (Madrid, España); las toxinas ω−conotoxina-GVIA y agatoxina-
IVA las suministró Peptide Institute (Japón); la sonda Fluo-4 y la sonda ouabaína-
Bodipy-FL se adquirieron de Molecular Probes/Invitrogen (Carlsbad, CA, USA); todos 
los demás reactivos se adquirieron de  Sigma (Madrid, España). 
  
 
3.11.- Análisis de los datos. 
 
 Los datos estadísticos se muestran como la media + error estándar (e.e.) para 
cada grupo de experimentos. Para los análisis de significación estadística, se comprobó 
la normalidad de los datos mediante un test Kolmogorov-Smirnov antes de aplicar el 
test de la “t” de Student o ANOVA 
 Si los datos no cumplieron la condición de normalidad, se usaron las pruebas no 
paramétricas de Mann-Whitney para comparar dos muestras y el ANOVA de rangos de 
Kruskal-Wallis. En caso de hallar diferencias significativas, se utilizó la prueba post-
hoc de Dunn de comparaciones múltiples contra grupo control. Las pruebas estadísticas 
fueron realizadas con el software Sigmastat 3.0 (Carlsbad, CA, USA) o MS Excel 
(Microsoft Corporation, Redmod, Washington, USA). Un valor de p igual o menor de 
0’05 se consideró el límite de la significación estadística. 
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IV. Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las figuras me engañan con frecuencia, especialmente cuando soy yo el que 
las ha creado.   
Mark Twain 
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4.1.- Efecto de ouabaína 10 µM sobre la exocitosis estimulada con pulsos de 
35 mM K+ (35K+) 
 
 
 
 4.1.1.- Caracterización del efecto de ouabaína sobre las respuestas 
secretoras inducidas por 35 K+ 
 
 Las células cromafines liberan catecolaminas mediante un proceso exocitótico 
en respuesta a la despolarización de la membrana y la consiguiente entrada de Ca2+ 
desde el medio extracelular. Fisiológicamente, este proceso acontece durante el 
potencial de acción iniciado por la unión de la acetilcolina a receptores nicotínicos de la 
membrana. En condiciones in vitro, podemos inducir la despolarización de la membrana 
utilizando soluciones iónicas ricas en K+. La alteración de los gradientes iónicos 
provoca la apertura de CCDV y la entrada masiva de Ca2+ al interior celular, 
produciéndose así la liberación de catecolaminas durante el proceso de fusión de la 
membrana vesicular con la membrana citoplasmática.  
 La inducción de la exocitosis utilizando pulsos de K+ nos permite estudiar el 
fenómeno exocitótico centrándonos en la apertura de CCDV y acontecimientos 
siguientes obviando la influencia de la corriente nicotínica.  
 
 4.1.1.1.- Estudio de la potenciación ouabaínica mediante amperometría en 
poblaciones de células. 
 
 Para establecer unas condiciones control sobre las que estudiar el fenómeno de 
potenciación de la exocitosis provocado por ouabaína, indujimos una despolarización 
moderada de la membrana plasmática a poblaciones de células atrapadas en una 
microcámara mediante la perfusión de una solución isoosmótica rica en K+ (sustitución 
de 35 mM NaCl con 35 mM KCl) con un protocolo de pulsos breves de 10 segundos 
aplicados cada 3 minutos. El eluyente se hizo pasar por un detector amperométrico que 
registró en tiempo real la cantidad de catecolaminas liberadas. Tras probar con distintas 
concentraciones de K+, elegimos la concentración de 35 mM K+ (35K+), que provoca 
una despolarización moderada de la membrana, como óptima para nuestro estudio. Esta 
concentración provoca una respuesta secretora de magnitud considerable, pero no agota 
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la capacidad exocitótica de la célula permitiendo la realización de protocolos de más de 
una hora de duración.  
 
La figura 10A muestra un registro original de exocitosis medida por 
amperometría en poblaciones de células.  El valor absoluto de la respuesta secretora a 
35K+ varía ampliamente entre distintos experimentos, hecho que atribuimos a la 
variabilidad intercultivos y a la preparación y fijación manual de las células en la 
camarita de perfusión. Sin embargo, el perfil de la respuesta fue reproducible, 
observándose en la mayoría de los experimentos una moderada disminución de la 
secreción a lo largo del tiempo.  
 
La adición de ouabaína a la solución de perfusión provoca un incremento 
gradual de la respuesta secretora a 35K+. En protocolos similares a los de la Fig 10B, se 
dieron de tres a cinco pulsos control de 35K+ (utilizados para la posterior normalización 
de las respuestas) y se añadió  ouabaína a una concentración de 10 µM. Las respuestas 
aumentaron en magnitud respecto a los controles a los 10-20 minutos de la adición del 
fármaco. El aumento progresivo de la secrecion se mantuvo hasta 45 minutos después 
de la adición de ouabaína, momento en el que la respuesta se estabilizó en la mayoría de 
los experimentos y cayó levemente en algunos.  
 
La figura 10C muestra valores estadísticos de secreción normalizados respecto a 
los tres primeros pulsos de 35K+. En un total de 9 experimentos, concluímos que la 
respuesta secretora en experimentos control cae hasta un 72’9+12’8% a lo largo de una 
hora de estimulación con 35K+. En los experimentos con 10 µM de ouabaína, la 
respuesta exocitótica aumentó hasta un 178+21% del control en los 45 minutos de 
exposición al fármaco en un total de 20 experimentos.  
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Fig. 10.- Efecto de ouabaína sobre la secreción de catecolaminas en CCB estimuladas con pulsos 
sucesivos de 35 mM K+ de 10 s de duración aplicados cada 3 min. (A) Ejemplo de respuestas secretoras 
inducidas por pulsos de 35 mM K+. Las células cromafines se colocaron en una camarita y se 
perfundieron con las distintas soluciones del experimento (v. apartado 3.2). La ordenada refleja la 
secreción de catecolaminas medida en tiempo real con un detector amperométrico en nA. Las respuestas 
mostraron una ligera tendencia a disminuir con el tiempo de estimulación. (B) En un protocolo como el 
anterior, se adicionó 10 µM de ouabaína tras 3-4 pulsos control. Las respuestas aumentaron 
progresivamente a lo largo del tiempo del experimento, estabilizándose aproximadamente  a los 30 
minutos de perfusión con el fármaco. (C) Curso temporal de la respuesta secretora normalizada respecto a 
la media de los tres pulsos anteriores a la adición de ouabaína en 9 experimentos control y 20 
experimentos en presencia de ouabaína. Los datos se muestran como media + e.e. La significación 
estadística se evaluó mediante un test de ANOVA (*p<0’05; **p<0’01; *** p<0’001) 
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4.1.1.2.- Estudio de la potenciación ouabaínica mediante amperometría en célula 
única. 
 
Los resultados de los experimentos anteriores sugieren que, en presencia de 
ouabaína, un mayor número de vesículas sufren exocitosis con cada pulso de K+, 
aunque también pueden explicarse por una mayor liberación de catecolaminas 
almacenadas en el mismo número de vesículas. Para despejar esta incógnita, utilizamos 
la técnica de amperometría en célula única que nos permite visualizar la secreción de 
vesículas individuales. Se dieron pulsos breves de 24 mM K+ (en 2 mM Ca2+) o de 5 
mM Ba2+ (en sustitución por el Ca2+). Los pulsos fueron de 10 s de duración aplicados 
cada 30 s en células control (n=12) y en células preincubadas (durante 20 min) con 10 
µM de ouabaína (n=11). En estos experimentos se han calculado parámetros globales de 
secreción (número y frecuencia de espigas; Fig. 11) como parámetros de espigas 
individuales (Imax, t1/2, Q). Podemos observar que en presencia de ouabaína aumenta el  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11.- Respuestas secretoras a 24 K+ en células cromafines bovinas estudiadas con 
amperometría en célula única. (A).  Ejemplo de registro amperométrico obtenido de una célula cromafín 
aislada estimulada durante 10 s con 24 mM K+ a intervalos de 30 s (flechas negras en la parte inferior de 
la figura).  Cada espiga representa la liberación de catecolaminas de una única vesícula. (B) Valores 
medios de secreción acumulativa de 12 células control y 11 preincubadas 30 min con 10 µM de ouabaína. 
La secreción acumulativa se midió durante dos minutos tras el estímulo. (C) El análisis de la frecuencia 
de las espigas amperométricas muestra un aumento en el número de eventos exocitóticos asociados al 
estímulo secretagogo en células preincubadas durante 20 min con ouabaína (línea negra) respecto a 
control (línea gris). (D) Gráfico de barras que muestra el número de eventos exocitóticos registrados 
durante dos minutos de registro. El análisis estadístico se realizó usando el test “t” de Student; *p<0.05 
**p<0.01. 
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número de eventos exocitóticos sin verse afectada la carga cuantal ni los parámetros 
cinéticos de las espigas amperométricas (Fig. 12), indicando un mayor número de 
vesículas fusionándose  en la membrana plasmática. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12.- (A) El dibujo describe una espiga amperométrica y los párametros cinéticos medidos: 
“Imax” es la corriente máxima causada por la oxidación de catecolaminas que alcanzan el electrodo; “t1/2” 
es la anchura de la espiga a la mitad de su altura; “Q” es el área bajo la curva de la espiga que indica la 
cantidad total de catecolaminas liberadas durante el evento exocitótico; “m” es la pendiente de ascensión 
de la espiga, calculada sobre el 25 y 75% de la Imax. (B) Tabla de datos que muestra los valores de los 
parámetros cinéticos (media +e.e.) para las espigas secretoras de células pretratadas duante 20 min con 10 
µM de ouabaína (OUA) y de células control sin tratar, estimuladas con 24 mM K+ ó 5 mM Ba2+ . Ninguno 
de los parámetros cinéticos estudiados tuvo diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
control y OUA. 
 
 
4.1.2.- Efecto de ouabaína sobre el potencial de membrana en reposo y 
despolarización inducida por pulsos de K+ 
 
Trabajos previos han descrito una acción despolarizante de la ouabaína en otros 
modelos celulares (Jones, 1989; Lamas y col., 2002). Cambios en el potencial de 
membrana en reposo (Em) pueden alterar la excitabilidad y funcionalidad de canales 
iónicos de membrana voltaje-dependientes, viéndose afectada la exocitosis inducida por 
K+. Para comprobar si en nuestras condiciones de trabajo la ouabaína podía modificar el 
patrón de despolarización ante pulsos de K+, realizamos medidas del potencial de 
membrana en células cromafines bovinas valiéndonos de la técnica de patch-clamp en la 
modalidad de fijación de corriente.  
  
Imax 
(pA) 
Q 
(pC) 
t1/2 
(ms) 
m 
(nA/s) 
n 
spikes 
n 
cells 
Control 87,88 ± 11,73 1,27 ± 0,15 24,95 ± 1,80 39,06 ± 6,96 1108 17 Ba2+ 5 mM 
OUA 85,09 ± 7,04 1,50 ± 0,24 20,61 ± 1,93 33,02 ± 3,69 1458 13 
Control 31,83 ± 7,79 0,71 ± 0,13 27,29 ± 3,05 11,95 ± 3,05 502 12 K+ 24 mM 
OUA 36,61 ± 6,34 0,80 ± 0,10 27,62 ± 2,11 12,75 ± 2,83 1364 11 
 
Imaxt1/2
Q
m
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La figura 13A muestra dos registros de potencial de membrana. Mediante una 
pipeta multicanal situada próxima a la célula, se perfundieron soluciones enriquecidas 
en K+ (35 y 100 mM) en los tiempos indicados. Posteriormente se perfundió ouabaína a 
las concentraciones de 10 y 100 µM durante 120 s para después aplicar nuevos pulsos 
de 35K+ y 100K+. 
La introducción de soluciones con 35 y 100 mM K+ produjo un rápido efecto 
despolarizante. La despolarización revirtió instantáneamente al retirar la solución con 
alto K+. La concentración de 100 µM de ouabaína produjo un ligero cambio en el 
potencial de reposo (∆Em=11’2+1’4 mV) medido tras 120 segundos de la aplicación del 
fármaco, mientras que no se observaron cambios con 10 µM. La despolarizacón 
inducida por 35 y 100 mM K+ no se afectó en ningún caso por la presencia de ouabaína. 
La figura 13B muestra un resumen estadístico de estos datos para un total de 12 
experimentos, 6 con 10 µM de ouabaína y 6 con 100 µM de ouabaína. 
 
 
Fig. 13.- (A) Registros originales de 
potencial de membrana donde se aprecia el efecto 
rápido y reversible de la despolarización con 35K+ 
y 100K+ y el efecto de ouabaína 10 y 100 µM (en 
aplicaciones de 120 s.) sobre Em y la 
despolarización inducida por K+. Sólo la 
concentración de 100 µM de ouabaína modificó el 
potencial de membrana, aunque no modificó el 
patrón de respuesta al K+. (B) Valores promedio 
en mV de potencial de membrana y efecto de la 
introducción de soluciones con K+ elevado (35 y 
100 mM) en condiciones control y tras 120 
segundos de perfusión con 10 ó 100 µM de 
ouabaína (OUB). La significación estadística 
obtenida mediante una prueba “t” de Student se 
representa     mediante asteriscos (*p<0’05) 
 
 
 
A B 
-60
-50
-40
-30
-20
-10
0
10µM OUB 
E m
(m
V)
CONTROL
Em
35K+
100K+ E
m
(
* *
**
*
*
*
100µM OUB 
E m
(m
V)
E m
(
                                                                                                                                 RESULTADOS 
 
 - 63 - 
 
 
4.1.3.- Efecto de los bloqueantes de canales de calcio en la potenciación por 
ouabaína de la secreción inducida por pulsos de K+ 
 
Los CCDV juegan un papel crucial en la secreción de catecolaminas inducida 
por K+.  Ya que sus propiedades biofísicas, funcionales y farmacológicas presentan 
diferencias, consideramos la posibilidad de que en el proceso de potenciación inducido 
por la ouabaína, algún subtipo de canal poseyese mayor relevancia que los otros. En 
glándula adrenal intacta de gato, el modulador de CCDV tipo L BayK8644, aumenta 
notablemente el efecto de ouabaína usando un protocolo de reintroducción de Ca2+ 
(Esquerro y col., 1980). Para probar esta hipótesis, añadimos bloqueantes selectivos de 
los distintos subtipos de CCDV a las soluciones de trabajo en experimentos similares a 
los de la Fig. 10B. 
La perfusión contínua de nifedipino (3 µM) nos permitió realizar el experimento 
sin la intervención de los canales tipo L (Fig. 14A). Por otra parte, para aislar los 
canales L, utilizamos la preincubación durante 15 minutos con 1 µM de ω-conotoxina-
GVIA (GVIA) y agatoxina-IVA (Aga-IVA) que bloquean irreversiblemente los canales 
N y P/Q respectivamente (Fig. 14B). 
 
Fig. 14.- Efecto de los bloqueantes de CCVD L y no-L en la PPO. Se muestran valores 
estadísticos de secreción normalizada (media + e.e.) respecto al tiempo desde la adición de 10 µM de 
ouabaína en experimentos control con ouabaína (OUB) respecto a nifedipino (3µM) con ouabaína (10 
µM)  (NIFE + OUB) (A) y la combinación de GVIA (1 µM) y Aga-IVA (1 µM) con ouabaína (10 µM)  
(GVIA + Aga-IVA + OUB) (B). El número de experimentos para cada grupo se indica entre paréntesis. 
El análisis estadístico mediante un test de ANOVA no arrojó diferencias significativas entre los grupos. 
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Ninguno de los CCVD parece tener una participación estadísticamente 
significativa sobre el aumento de la secreción de catecolaminas inducida por K+ en 
presencia de 10 µM de ouabaína. Sin embargo, es de notar una ligera tendencia a 
disminuir en los experimentos con nifedipino, mientras que aumenta cuando sólo el 
canal L está funcional.  
 
4.1.4.- Efecto de KB-R7943 en la potenciación por ouabaína de la secreción 
inducida por pulsos de K+ 
 
Un efecto demostrado de la inhibición de la bomba Na+/K+ por glucósidos 
cardiotónicos es la activación del modo reverso del intercambiador Na+/Ca2+ del 
plasmalema, que compensa el incremento de [Na+]c generado por ouabaína mediante la 
introducción de Ca2+ desde el medio extracelular (García y col., 1981; Esquerro y col., 
1980). 
Este fenómeno podría explicar, al menos en parte, los efectos potenciadores 
sobre la secreción de ouabaína en células cromafines. En experimentos como el de la 
Fig. 15A, la adición de KB-R7943, un inhibidor del NCX en modo reverso a una 
concentración de 3 µM, abolió la potenciación inducida por ouabaína de forma 
reversible. Este fármaco tiene acciones inhibidoras sobre la secreción de catecolaminas,  
 
Fig. 15.- Efecto de KB-R7943 sobre la potenciación inducida por ouabaína. (A) Registro original 
de secreción en poblaciones donde se observan los efectos de la aplicación secuencial de KB-R7943 y 
ouabaína a las dosis indicadas. (B) Valores  normalizados de secreción (media + e.e.) para los pulsos 
posteriores a la adición de 10 µM de ouabaína en experimentos con ouabaína sola (OUB; n=20) y previa 
incubación con KB-R7943 (OUB + KB-R7943; n=11). En estos últimos experimentos, se eliminó el 
efecto potenciador de ouabaína. La significación estadística obtenida mediante un test ANOVA se 
muestra con asteriscos (*p<0’05; **p<0’01; *** p<0’001). 
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por lo que se dieron 4-5 pulsos control tras su adición y se normalizó la acción de 
ouabaína con respecto al valor de secreción en presencia del fármaco. En la Fig. 15B se 
muestra el curso temporal de la secreción desde la adición de ouabaína en ausencia 
(n=20) y presencia de KB-R7943 (n=11). La adición de KB-R7943 convierte la curva 
de potenciación en una línea similar al control de secreción con 35K+. 
 
La acción inhibidora de la secreción, que en nuestro modelo redujo la respuesta 
inicial a 70’1+6’7%,  podría deberse a un efecto bloqueante de CCDV. Se realizaron 
experimentos de medida de corriente de Ca2+ con la técnica de patch-clamp y no se 
encontró bloqueo de la corriente a la dosis que elimina la potenciación de la secreción 
inducida por ouabaína (Fig. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16.- Efecto de KB-R7943 sobre la IBa en CCB. Se midió la corriente generada por pulsos 
despolarizantes de -70 a -10 mV de 50 ms de duración cada 30 s usando 10 mM Ba2+ como catión de 
carga. A las concentraciones estudiadas (1, 3 y 10 µM) KB-R7943 no bloqueó la IBa en un total de 4 
experimentos para cada grupo. Se muestra la media + e.e. de la corriente normalizada  a los 120 s de 
adición del fármaco. 
 
 
4.1.5.- Efecto de tapsigargina, 2-APB y cafeína sobre la potenciación por 
ouabaína de la secrecion inducida por pulsos de 35K+ 
 
Sabemos que el Ca2+ del retículo está implicado de forma directa en el proceso 
secretor y en la síntesis, maduración y transporte de vesículas exocitóticas. La 
movilización de Ca2+ reticular podría ser por tanto un factor que explicase, al menos en 
parte, la potenciación por ouabaína sobre pulsos de K+. Esta hipótesis de movilización 
de Ca2+ intracelular por glucósidos cardiotónicos está validada en cardiomiocitos y 
células del túbulo proximal renal (Blaustein, 1993; Aizmann y col, 2001). Asímismo, 
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ciertos autores han descrito en estas estirpes celulares y en células cromafines una 
colocalización entre la bomba Na+/K+, el retículo endoplásmico y el NCX, estructura 
esta última que ya hemos asociado con la potenciación de la secreción inducida por 
ouabaína. La proximidad entre estas estructuras ha llevado a sugerir la teoría del 
plasmerosoma, lugares de unión espacial y funcional entre la membrana plasmática y el 
retículo endoplásmico donde se forman microdominios donde la concentración de iones 
puede variar ampliamente sin verse modificada la concentración global en el citosol. 
Esta teoría permite explicar porqué la ouabaína y sustancias similares pueden activar el 
modo reverso del intercambiador sin cambios aparentes en la [Na+]c. 
 
Para conocer la implicación del Ca2+ del retículo en la potenciación inducida por 
ouabaína utilizamos varias herramientas farmacológicas dirigidas contra las principales 
estructuras de entrada y salida de Ca2+ en el RE y encontramos que todas ellas eran 
capaces de anular en buena medida el efecto de ouabaína sobre la  secreción de 
catecolaminas. 
 
 
a) Efecto de tapsigargina sobre la potenciación por ouabaína de la secreción 
inducida por pulsos de K+.  
 
Se estimularon poblaciones de células cromafines bovinas con pulsos de 35K+ 
de 10 s de duración cada 3 min.  Tras 3-4 pulsos control, se adicionó 1 µM de 
tapsigargina, un inhibidor irreversible de la SERCA (Lytton y col., 1991). Este fármaco 
bloquea la entrada de Ca2+ en el RE y provoca su vaciado de forma indirecta. Como se 
observa en la Fig 17A, el fármaco bloquea parcialmente la secreción de catecolaminas 
(43’1+3’1% de la respuesta inicial). A los 10 minutos de adición de tapsigargina, se 
añadió ouabaina (10 µM) a las soluciones de perfusión. La figura 17B muestra datos 
estadísticos normalizados para un total de 11 experimentos comparando el efecto de 10 
µM de ouabaína con y sin tapsigargina. Obsérvese que la ouabaína no fue capaz de 
potenciar las respuestas secretoras en células tratadas con tapsigargina. 
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Fig. 17.- Efecto de tapsigargina sobre la potenciación de la liberación de catecolaminas inducida 
por ouabaína. (A) Registro original de amperometría en poblaciones siguiendo un protocolo de 
estimulación con pulsos de 10 s de 35K+ cada 3 min. Los fármacos tapsigargina (1 µM) y ouabaína (10 
µM) fueron añadidos durante el periodo de tiempo representado por las barras horizontales. La 
tapsigargina produjo una caída de la señal exocitótica que se estabilizó a los 3-4 pulsos de perfusión. La 
ouabaína, añadida sobre la tapsigargina, no fue capaz de potenciar la exocitosis. (B) Valores normalizados 
para un total de 20 experimentos con ouabaína y 11 con la combinación ouabaína más tapsigargina. La 
significación estadística obtenida mediante un test de ANOVA se muestra con asteriscos (***p<0’001). 
 
 
 
 
b) Efecto de cafeína sobre la potenciación por ouabaína de la secreción 
inducida por pulsos de K+.  
 
 
En experimentos similares a los anteriores, añadimos a la solución de perfusión 
20 mM de cafeína, que actúa como agonista de los RyR y provoca una salida de Ca2+ 
del RE que acaba vaciando el depósito (Alonso y col., 1999, rev). Frecuentemente, la 
cafeína originó una respuesta exocitótica por sí misma. Como se observa en la Fig. 18A, 
la perfusión contínua de cafeína deprime la respuesta secretora a 35K+ (58’1+8’4% de 
la respuesta inicial). Una vez estabilizada la respuesta en presencia de cafeína, se 
adicionó ouabaína (10 µM) a la solución de perfusión. En ninguno de los 9 
experimentos realizados se observó potenciación de la respuesta. Como puede verse en 
el análisis estadístico de la Fig. 18B, la combinación de ouabaína y cafeína mantuvo 
estables las respuestas secretoras a 35K+, que no decayeron con el tiempo como ocurre 
en los controles de secreción evocada por pulsos repetitivos de 35K+ (v. Figs. 10A y 
10C). 
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Fig. 18.- El efecto potenciador de ouabaína sobre la secreción inducida por 35K+ se abole en 
presencia de 20 mM de cafeína. (A) Registro original de amperometría en poblaciones. Las respuestas a 
35K+ en un protocolo de 10 s de estimulación cada 3 minutos se inhiben en la presencia continua de 20 
mM de cafeína. La posterior adición de 10 µM de ouabaína no provocó potenciación de la secreción de 
catecolaminas. (B) Valores estadísticos de secreción normalizada (media + e.e.) respecto a los tres pulsos 
anteriores a la adición de ouabaína en experimentos con ouabaína sola (n=20) y ouabaína en presencia de 
cafeína (n=9). La significación estadística obtenida mediante un test de ANOVA, se muestra con 
asteriscos  (*p<0’05; **p<0’01). 
 
 
 
c) Efecto de 2-APB sobre la potenciación por ouabaína de la secreción inducida 
por pulsos de K+. 
 
 
La Fig. 19A reproduce un registro de amperometría en el que se muestra cómo la 
adición de 2-APB, bloqueante de los IP3R, a una concentración de 10 µM, generó una 
caída de la respuesta secretora a pulsos de 35K+ de magnitud similar a lo observado con 
cafeína y tapsigargina (64’7+7’0% de la respuesta inicial). Tras 3-4 pulsos en presencia 
de 2-APB, se adicionó ouabaína (10 µM) que, en contra de lo que ocurre en ausencia 
del bloqueante de los IP3R, no potenció las respuestas secretoras. Tampoco se observó 
la típica caída de la respuesta secretora de los experimentos control (v. Figs. 10A y 
10C). La Fig. 19B muestra un análisis estadístico de un total de 13 experimentos donde 
se muestra el curso temporal de la secreción normalizada respecto a los tres pulsos 
previos a la adición de ouabaína, en presencia y ausencia de 2-APB. 
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Fig. 19.- El 2-APB bloquea el efecto potenciador de ouabaína sobre la secreción inducida por 
K+. (A) Registro original de secreción de catecolaminas en poblaciones de CCB estimuladas con 35K+ 
(10 s cada 3 min). La adición de 2-APB (10 µM) provocó una caída de la respuesta secretora. La posterior 
perfusión de 10 µM de ouabaína no provocó potenciación de la señal exocitótica. (B) Comparativa 
estadística (media + e.e. de la secreción normalizada respecto a los tres pulsos previos a ouabaína) del 
efecto de ouabaína en ausencia (n=20) y presencia de 2-APB (10 µM) (n=13). La significación estadística 
(p<0’05) obtenida mediante un test de ANOVA se muestra con asteriscos (*p<0’05; **p<0’01). 
 
 
4.1.6.- Efecto de queleritrina sobre la potenciación por ouabaína de la 
secreción inducida por pulsos de K+.  
 
 La proteínquinasa C (PKC) es una subfamilia de enzimas citosólicas que 
transducen señales bioquímicas iniciadas por la hidrólisis de lípidos de membrana. En 
concreto, se regula por diacilglicerol (DAG) y también por Ca2+. Además de su papel en 
el crecimiento y la diferenciación celulares, se ha asociado con el transporte y migración 
de vesículas a la membrana plasmática (Eguiagaray, 2008, Tesis Doctoral) 
 
Fig. 20.- El perfil de potenciación 
de la secreción por ouabaína (10 µM) 
sobre pulsos de 35K+  no se vio modificado 
por la adición previa de 3 µM de 
queleritrina. Las curvas muestran los 
valores estadísticos (media +e.e.) de 
secreción normalizada para experimentos 
con ouabaína (OUB; n=20) y ouabaína con 
queleritrina (OUB + CHEL; n=3). El 
análisis de significación mediante un test 
de ANOVA no encontró diferencias 
estadísticas entre los grupos. 
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La acción de la PKC sobre los depósitos de vesículas podría explicar el efecto 
potenciador de la secreción inducido por ouabaína, que aparentemente supone una 
mayor cantidad de vesículas disponibles para ser exocitadas. Por ello realizamos 
experimentos con un protocolo similar a los anteriores en los que se añadió queleritrina, 
un inhibidor selectivo de la PKC (Herbert y col., 1990), a la solución de perfusión 
previo a la adición de ouabaína. Como se observa en el análisis estadístico normalizado 
de la Fig. 20, en los 3 experimentos realizados con la combinación de queleritrina y 
ouabaína, no se modificó el perfil potenciador respecto a los experimentos con ouabaína 
sola (n=20) 
 
 
 
4.2.- Efecto de ouabaína sobre la exocitosis estimulada por salida de 
Ca2+reticular inducida por cafeína  e histamina. 
 
 
 4.2.1.- Extinción de la respuesta secretora con pulsos repetidos de cafeína e 
histamina. Efecto regenerador de ouabaína. 
 
  Existen al menos dos canales de salida de Ca2+ del RE en las células cromafines 
bovinas: el receptor de rianodina (RyR) y el de IP3 (IP3R). La cafeína es un agonista de 
los canales de rianodina (RyR) del RE y la histamina se une a receptores 
histaminérgicos de la membrana y genera una cascada de segundos mensajeros (Marley 
y col., 2003; Garcia y col., 2006) que desemboca en la activación del receptor de IP3 del 
RE. 
En los siguientes experimentos, estimulamos la salida de calcio reticular con los 
secretagogos cafeína e histamina y después perfundimos ouabaína durante 20 minutos. 
Registramos la respuesta secretora que estos estímulos provocaron en poblaciones de 
células cromafines bovinas, de forma análoga a los experimentos previos con 35K+. 
La figura 21 muestra dos registros típicos obtenidos al estimular poblaciones de 
células cromafines bovinas con pulsos de 10 segundos de histamina (100 µM)  (Fig. 
21A) o cafeína (20 mM) (Fig 21B). Puede observarse en ambos casos un fuerte declive 
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de la respuesta secretora con la aplicación de pulsos repetidos. A los 15 minutos de 
estimulación, la respuesta se redujo al 44’9+2’07% (n=8) en el caso de los pulsos con 
histamina y al 17’5+1’4% (n=9) cuando se estimulaba con cafeína. La introducción de 
ouabaína (10 µM) tras 6 pulsos de histamina o cafeína logró recuperar la respuesta 
exocitótica desensibilizada. El efecto se hizo evidente en los primeros pulsos tras la 
adición del fármaco. A los 30 minutos, la respuesta secretora control se recuperó 
totalmente, al 108’3+11’1% de la respuesta inicial utilizando pulsos de histamina y al 
116’9+4’7% con pulsos de cafeína.  
 
 
 
 
 
 
4.2.2.-  Estudio del mecanismo de acción de la recuperación de la respuesta 
exocitótica a histamina inducida por ouabaína  
  
 Probamos una batería de fármacos que bloquean dianas potenciales de la acción 
de la ouabaína  con un planteamiento similar al de los experimentos realizados con 
pulsos de K+. Se introdujeron los distintos fármacos junto con la ouabaína en 
experimentos como el mostrado en la figura 10A. En la figura 22 se muestran los 
resultados normalizados respecto al primer pulso de 100 µM de histamina, la caída de la 
respuesta a los 15 minutos de estimulación, y la recuperación de  la misma a los 5 y 30 
minutos de introducción de los fármacos.  
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         Fig. 21.- Se muestran registros originales de secreción en poblaciones de CCB por estimulación 
con pulsos intermitentes de histamina (His) 100 µM (A) o de cafeína (Caf) 20 mM (B). Las respuestas 
se desensibilizaron paulatinamente con la estimulación repetida. Tras 6-7 pulsos con el secretagogo 
indicado, se añadió ouabaína (10 µM), que en ambos casos restauró rápidamente la respuesta 
exocitótica a sus valores iniciales. 
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 Fig 22.- Efecto de nifedipino 3µM (A), KB-R7943 3 µM (B), queleritrina 3 µM (C) y dantroleno 
10 µM (D) en coaplicación con ouabaína 10 µM sobre la regeneración de la respuesta exocitótica a pulsos 
repetidos de histamina 100 µM. Las barras muestran valores estadísticos de secreción (como media+e.e.) 
normalizados respecto al pulso inicial para experimentos como el de la fig. 21A (control, barras negras) o 
con coaplicación de ouabaína y el fármaco problema (barras blancas). El número de experimentos para 
cada serie se indica entre paréntesis. La significación estadística obtenida mediante el test t de Student se 
muestra con asteriscos (*p<0’05).  
 
Utilizamos nifedipino (3 µM, fig. 22A), KB-R7943 (3 µM, fig 22B), queleritrina 
(3 µM, fig. 22C) y dantroleno (10 µM, fig 22D), un bloqueante de los canales de 
rianodina del RE. Sólo este último fármaco produjo diferencias en el perfil de 
potenciación de ouabaína; sin embargo ésto puede ser atribuible al efecto inhibidor del 
dantroleno sobre el CICR, que está implicado directamente en la exocitosis inducida por 
histamina. Si bien el nifedipino no anuló el efecto potenciador de ouabaína, es de notar 
un cierto enlentecimiento de esta recuperación que ya no es evidente en los primeros 5 
min de incubación con ouabaína. 
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4.3.- Efecto de ouabaína sobre las respuestas secretoras inducidas por 
pulsos de calcio 
 
 Múltiples trabajos evidencian una fuerte dependencia de las concentraciones 
intra y extracelulares de Na+ y Ca2+ en los efectos sobre la liberación de catecolaminas 
inducidos por ouabaína (Torok y Powis, 1990). Para estudiar el proceso de potenciación 
independientemente de los cambios en la [Ca2+]c, diseñamos un protocolo de 
estimulación basado en la reintroducción de [Ca2+]e en células mantenidas en solución 
con 0 mM Ca2+ (nominal). 
 
 
4.3.1.- Caracterización de la respuesta a pulsos de calcio 
 
La reintroducción de calcio (en ausencia de despolarización con K+), en forma 
de pulsos breves de 10 s cada 3 min, provocó una pequeña respuesta secretora en 
poblaciones de CCB (Fig. 23A) que se correlacionó con leves incrementos de [Ca2+]c  
medidos con Fluo-4 en células individuales (Fig.23B) 
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Fig 23.-  Caracterización de la respuesta secretora a pulsos de Ca2+ (A) Ejemplo representativo 
de los efectos de la reintroducción de calcio (2 mM, 10 s cada 3 min) en la secreción de catecolaminas 
medida mediante amperometría en tiempo real. Las células se mantuvieron en solución de 0Ca2+ nominal 
durante diez minutos previos al experimento. (B) Registro de [Ca2+]c medido en célula aislada con la 
sonda Fluo-4 en protocolos de estimulación con pulsos de Ca2+ 10s/3min. El ejemplo es representativo de 
un total de 12 células.  
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Para profundizar en el mecanismo de la secreción inducido por pulsos de calcio, 
realizamos medidas del potencial de membrana y de [Ca2+]c. La reintroducción de Ca
2+ 
produjo una pequeña despolarización de la membrana (6’9+1’0 mV, n=15), insuficiente 
para provocar el disparo de potenciales de acción y la apertura de canales de calcio 
voltaje-dependientes (Fig. 24).  
 
Fig 24.- Registro de potencial de 
membrana mediante la técnica de patch-clamp en 
su modalidad de parche perforado y en fijación de 
corriente. Se muestra el ligero efecto 
despolarizante del cambio de solución extracelular 
con 0 Ca2+ nominal a una con una concentración 
de  2 mM Ca2+ durante 10 s. 
 
   
 
 
 4.3.2.- Potenciación de la respuesta secretora a pulsos de Ca2+ inducida por 
ouabaína 
 
La perfusión de ouabaína (10 µM) después de tres pulsos control originó un 
notable incremento en la respuesta a pulsos de calcio que comenzó a los 10 minutos de 
perfusión y aumentó gradualmente hasta llegar al máximo en unos 30 minutos 
(783’2+94’4%; n=15) (Fig. 25A). Las respuestas de [Ca2+]c medidas con Fluo-4 
también se vieron enormemente aumentadas en presencia de ouabaína (Fig. 25B)  
 
 
Fig 25.- (A) Ejemplo de potenciación de las respuestas secretoras por 10 µM de ouabaína sobre 
la secreción inducida por pulsos de calcio. (B) Registro original de fluorescencia obtenido con la sonda 
fluo-4 en CCB. En un protocolo de estimulación como el de la Fig. 13B, la aplicación de ouabaína 10 
µM, tras 3-4 pulsos control, aumentó marcadamente la señal fluorescente a pulsos de Ca2+ en 15 células 
estudiadas. 
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4.3.3.- Participación de los canales L, N y P/Q sobre la potenciación por 
ouabaína de la secreción inducida por pulsos de Ca2+. 
 
Quisimos evaluar la posible participación de los distintos subtipos de CCVD (L 
y no-L) en el fenómeno de potenciación por la ouabaína de las respuestas secretoras a 
pulsos de Ca2+. Por un lado, la introducción de nifedipino (3 µM), un bloqueante de los 
canales L, 45 minutos después de la de ouabaína revirtió completamente la potenciación 
devolviendo la secreción a sus valores basales. Asímismo, la presencia de nifedipino 
antes de la adición de ouabaína elimina la aparición del efecto (datos no mostrados). 
 
La incubación de las células durante 15 minutos previos al experimento con 
toxinas irreversibles bloqueantes de canales N y P/Q (ω-conotoxina-GVIA (GVIA) y 
agatoxina-IVA), a una concentración de 1 µM,  no modificó el patrón de potenciación 
sobre pulsos de Ca2+ al adicionar 10 µM de ouabaína en experimentos como el de la 
figura 26A. En estos experimentos, el nifedipino (3 µM) también eliminó la respuesta 
potenciada.  
 
 
 
 
Fig 26.- Efecto de los bloqueantes de CCVD L y no-L sobre la potenciación de las respuestas 
secretoras a pulsos de Ca2+ inducida por ouabaína. (A) La preincubación con 1µM de ω-conotoxina-
GVIA (GVIA) y agatoxina-IVA (Aga-IVA) no produjo efecto en el perfil de potenciación; sin embargo la 
introducción de 3 µM nifedipino al final del protocolo revirtió totalmente el efecto de la ouabaína. (B) 
Representación gráfica de los valores estadísticos normalizados (media + e.e.) de potenciación por 
ouabaína de las respuestas a pulsos de 2 mM Ca2+ y su bloqueo por 3 µM de nifedipino. El análisis 
estadístico se realizó mediante la “t” de Student y se representa la significación (p<0’05) del tratamiento 
con ouabaína respecto a control con asteriscos (*) y con nifedipino respecto a ouabaína con (#). 
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En la Fig. 26B, se grafican datos normalizados de secreción como media + e.e. 
comparando el efecto de ouabaína sola a los 45 min de perfusión  (783’2+94’4%; n=12) 
y previa incubación con toxinas (689’95+108’34%; n=9). El nifedipino (3 µM) revirtió 
la respuesta secretora a valores de 173’4+29’0% (n=12) con ouabaína sola y 
118’33+23’2% (n=5) con ouabaína y toxinas. 
 
Prácticamente toda la respuesta potenciada es bloqueada por nifedipino, lo que 
sugiere una participación específica del canal de Ca2+ tipo L en la potenciación de la 
respuesta secretora a pulsos de Ca2+ en presencia de ouabaína. También se deduce de 
estos experimentos que ninguno de los CCVD está implicado en la respuesta secretora 
basal. Utilizando este protocolo experimental, podemos suponer que el acúmulo de Na+ 
inducido por ouabaína (que en estas condiciones no puede intercambiarse por Ca2+ a 
través del NCX) despolariza la membrana hasta el umbral de apertura de CCVD. Los 
canales N y P/Q se inactivan rápidamente por voltaje; no así el L que permanece abierto 
en condiciones despolarizantes (Villarroya y col., 1999).  
 
 
 
4.3.4.- Efecto del vaciado farmacológico del RE sobre la potenciación por 
ouabaína de la secreción inducida por pulsos de Ca2+. 
 
 Para saber si el Ca2+ del RE estaba de alguna manera implicado en la 
potenciación ouabaínica en un modelo de pulsos de Ca2+, de forma análoga a lo 
observado con pulsos despolarizantes de K+, repetimos el protocolo de secreción por 
reintroducción de calcio en poblaciones de células incubadas con una solución de 
vaciado del retículo endoplásmico. La solución, preparada a partir de solución Krebs-
Hepes, contenía: 
- 1 µM de tapsigargina, bloqueante de la SERCA 
- 20 mM de cafeína, agonista del RyR 
- 10 µM de rianodina, que bloquea el RyR en su estado abierto 
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Las células se perfundieron con esta solución 10 minutos antes de comenzar el 
registro y se mantuvieron en ella todo el experimento. La Fig. 27 muestra un ejemplo de 
un total de 6 experimentos en los que la mezcla de vaciado no afectó la potenciación 
inducida por ouabaína.  
 
 
 
 
 
 
Fig. 27.- El efecto de ouabaína sobre la 
secreción inducida por pulsos de Ca2+ se 
mantiene en presencia de mezcla CRT de 
vaciado del RE. Se muestra un ejemplo 
representativo de un total de 6 experimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.- Efecto de ouabaína sobre la exocitosis estimulada con pulsos de ACh 
   
 La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor fisiológico que promueve la 
exocitosis en la célula cromafín. En los siguientes experimentos se indujo la exocitosis 
de catecolaminas con distintas concentraciones de este agonista utilizando la técnica de 
medida amperométrica de la secreción de catecolaminas como en apartados anteriores. 
Se modificó la duración de los pulsos a 5 s debido a que el nAChR se desensibiliza 
rápidamente. Esta desensibilización genera una caída de la respuesta exocitótica; el 
protocolo de 5s/3min nos permite estimular durante largos periodos minimizando este 
efecto. 
 
 El registro en la figura 28A muestra el efecto de la estimulación secuencial con 
distintas concentraciones de ACh (100, 10 y 1 µM). La concentración de 1 µM no 
produjo una respuesta secretora apreciable. Tras 3 ó 4 estímulos con cada 
concentración, se introdujo ouabaína 10 µM. Las respuestas a ACh 10 y 100 µM se 
vieron potenciadas con un perfil similar al encontrado con pulsos de K+. En 
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experimentos con una sola dosis de ACh, como el de la Fig 28B, la potenciación de la 
secreción inducida por ouabaína 10 µM sobre pulsos de ACh alcanzó un valor de 
450+126% con 10 µM ACh (n=5) y de 210+32% con 100 µM ACh (n=5) (Figura 28C). 
 
 
 
 
Fig. 28.- Efecto de ouabaína en la secreción 
inducida por ACh. (A) Se utilizó un protocolo de 
estimulación con distintas dosis aplicadas 
alternativamente de ACh (100, 10 y 1 µM). Sólo 
las concentraciones de 100 y 10 µM provocaron 
respuesta exocitótica. Tras tres rondas de pulsos, se 
adicionó ouabaína que potenció las respuestas a 
100 y 10 µM de ACh. (B) Experimento de 
secreción con una sola dosis de ACh (10 µM) (C) 
Efecto de la incubación de ouabaína 10 µM durante 
30 min sobre las respuestas secretoras a 10 y 100 
µM de ACh. Se muestran los valores estadísticos 
(media + e.e.) de secreción normalizada (en %) 
respecto a tres pulsos control para 5 experimentos 
como el de la Fig. 20B con cada dosis de ACh. El 
análisis de significación estadística se llevó a cabo 
mediante la “t” de Student; un valor de p<0’001 
indica con asteriscos (***) esa significación. 
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 4.5.- Liberación de Ca2+ reticular por aplicación de histamina y ouabaína en 
CCB transfectadas con camaleon-D1 
 
 
 Partiendo del efecto inhibidor de la potenciación de la secreción por 
tapsigargina, 2-APB y cafeína, que indica el notable efecto sobre la secreción por salida 
de Ca2+ reticular inducidos por ouabaína, así como de las evidencias de otros autores 
que relacionan al retículo endoplásmico con la bomba Na+/K+-ATPasa, quisimos 
evaluar el efecto de ouabaína sobre la [Ca2+]RE.  
 
 Para ello, transfectamos CCB con un plásmido que codifica para una proteína 
sensible a Ca2+ dirigida al RE, el camaleon-D1 (Palmer y col., 2004). Los siguientes 
experimentos se han llevado a cabo en células con 3-4 días en cultivo tras la 
transfección. En ellos, sometimos a las células a pulsos de histamina 100 µM (de 1 min 
de duración) y de ouabaína 10 y 100 µM (de 5 min de duración). 
 
La Fig. 29A muestra como líneas negras el efecto de estas sustancias sobre la 
[Ca2+]RE medida como razón de fluorescencia 512/480 normalizada. Como era de 
esperar, la histamina provocó notables caídas en la [Ca2+]RE en un 75’9% de las 83 
células estudiadas (Núñez y col., 1995). La ouabaína también generó caída de la 
[Ca2+]RE de forma dosis-dependiente en un porcentaje (44’5%) de las células estudiadas. 
Quisimos comprobar si la disminución de [Ca2+]RE en presencia de ouabaína podía estar 
relacionada con el receptor de IP3. Tras una primera aplicación de  His 100 µM, OUB 
10 ó 100 µM, perfundimos 2-APB a una concentración de 10 µM  durante 10 min y 
repetimos el estímulo en 4 células de cada grupo. La respuesta se representa como 
líneas grises en la Fig. 29A. El 2-APB eliminó la caida en la [Ca2+]RE generada por 
ouabaína e inhibió notablemente la respuesta a His 100 µM. 
En la Fig. 29B se muestran los valores estadísticos de razón de fluorescencia 
512/480 normalizada para las distintas condiciones de estimulación.  Nótese que la 
aparición de respuestas a histamina y ouabaína no tuvieron relación entre sí; 
encontramos células que respondieron a uno, los dos o ninguno de los compuestos. 
 La figura 29C reproduce en una selección de imágenes el efecto de la aplicación 
de ouabaína (100 µM) sobre la [Ca2+]RE (como UAF)  en una CCB transfectada con el 
plasmido camaleón-D1 
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Figura 29: Se transfectaron CCB mediante electroporación con la proteína fluorescente sensora 
de Ca2+ camaleón-D1 dirigida al RE. (A) Ejemplos del cociente de fluorescencia 512/480 normalizado 
tras estimular con histamina (His) 100 µM y OUB 100 y 10 µM. Estos ejemplos son representativos de un 
total de 83 células en los que sólamente un porcentaje de células mostraron respuesta a ouabaína y/o a 
histamina. (B) Valores estadísticos de cociente de fluorescencia 512/480 normalizado para el número de 
datos indicado entre parentesis. (C) Imágenes secuenciales que muestran el efecto de una aplicación de 
OUB 100 µM sobre el cociente de fluorescencia 512/480 en una CCB transfectada con el plásmido 
camaleón-D1. 
 
 
 
 
4.6.- Estudio de movilidad vesicular mediante la técnica de TIRFM 
 
  
En los experimentos de amperometría en célula única previamente presentados, 
no se detectaron modificaciones en el contenido cuantal de catecolaminas de las 
vesículas exocitóticas ni cambios en los parámetros cinéticos de la liberación cuantal de 
catecolaminas, sino una mayor cantidad de vesículas liberadas con cada pulso de K+. 
Cabe suponer por tanto que el fenómeno de potenciación puede deberse a una mayor 
disponibilidad de vesículas en el depósito de liberación rápida y/o a una mayor 
movilidad entre las distintas poblaciones de vesículas. 
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 El ligero incremento en la [Ca2+]c detectado en CCB en presencia de ouabaína 
(de la Fuente y col., 1996) puede agilizar los procesos de maduración y transporte de 
vesículas exocitóticas, aumentando la disponibilidad de vesículas listas para ser 
liberadas (Neher, 1998). Nuestros experimentos de medida de [Ca2+]RE apuntan a esta 
organela como una fuente primaria para este incremento de [Ca2+]c. La liberación de 
Ca2+ de las organelas intracelulares se ha propuesto como un factor relevante en el 
control de la movilidad vesicular en células cromafines  (García y col., 2006). 
 
 La visualización mediante TIRFM de vesículas exocitóticas marcadas con 
proteínas fluorescentes nos ha permitido caracterizar in vivo parámetros cinéticos de las 
vesículas en presencia y ausencia de ouabaína. El marcaje de las vesículas se realizó 
mediante transfección con un derivado de la proteína neuropéptido Y (NPY), que está 
presente constitutivamente en las vesículas cromafines, unido a la proteína fluorescente 
verde mejorada (EGFP, del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein).  
 
Varios autores han validado el uso de TIRFM para analizar el comportamiento 
de las vesículas en células cromafines (Steyer y Almers, 1999) y PC12 (Yang y col., 
2002). Para este estudio, hemos aplicado el método del desplazamiento medio cuadrado 
(MSD, Mean Square Displacement) descrito por Sharira Nofal y colaboradores (Nofal y 
col., 2007), que nos permite, analizando la movilidad de vesículas individuales, 
diferenciar distintos depósitos vesiculares.  
 
La figura 30A muestra un ejemplo de imagen TIRFM de una célula comafín 
bovina transfectada con NPY-EGFP. El tamaño aparente de las vesículas está 
relacionado con la proximidad de las mismas a la membrana plasmática; las más 
brillantes se corresponden con vesículas ancladas a la membrana, listas para sufrir 
exocitosis. En la Fig. 30B se muestran imágenes secuenciales de dos regiones de la 
misma célula. En la fila superior, las vesículas están alejadas de la membrana y tienen 
un alto índice de movilidad, mientras que las vesículas más grandes se encuentran en 
posiciones fijas, más cercanas al plasmalema. 
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Fig.  30.- (A) Ejemplo de imagen TIRFM 
de una célula cromafín transfectada con NPY-GFP 
dirigido a las vesículas exocitóticas. (B) Imágenes 
TIRFM en dos regiones de la mísma célula, que 
muestran vesículas alejadas de la membrana 
plasmática, con alto índice de movilidad (fila 
superior) y vesículas ancladas a la membrana con 
poco movimiento (fila inferior) 
 
 
 
 
Si bien sería deseable establecer comparaciones en la misma célula antes y 
después de la incubación con ouabaína, el método utilizado no es aplicable si el 
comportamiento de las vesículas cambia a lo largo del tiempo. Por tanto, dividimos la 
población de estudio en un grupo control y un grupo de estudio que se incubó con 10 
µM de ouabaína durante una hora antes de comenzar el registro.  
 
El valor de MSD medio de las vesículas de CCB transfectadas a temperatura 
ambiente fue muy bajo (1’71+0’10 píxeles) pero aumentó considerablemente en 
presencia de ouabaína (4’37+0’33 píxeles) (Fig. 31A). En un segundo grupo de 
experimentos realizados en CCB a 37 ºC se observa en cambio que la ouabaína reduce 
la movilidad vesicular, pasando de 10’08+0’56 píxeles en los controles a 6’43+0’39 en 
presencia de ouabaína (Fig. 31B).   
 
 El efecto de ouabaína a distintas temperaturas es aparentemente paradójico; pero 
hay que considerar que la movilidad vesicular es fuertemente dependiente de la 
temperatura (Dinkelacker y col., 2000); nótese el notable incremento de movilidad 
vesicular a las dos temperaturas estudiadas en CCB sin tratar. A temperatura ambiente, 
la tasa de rellenado de los depósitos vesiculares está disminuida; en estas condiciones, 
la ouabaína aceleraría el proceso y su efecto se manifiesta fundamentalmente en 
depósitos más inmaduros de la célula. A 37 ºC el transporte y reciclado de vesículas en 
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depósitos inmaduros funcionan a pleno rendimiento (Gil y col., 2001) y la acción de 
ouabaína se hace evidente sólo sobre las últimas etapas de maduración de las vesículas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 31.- Efecto de ouabaína sobre la movilidad media de las vesículas en CCB transfectadas con 
NPY-EGFP. (A) A 22ºC, la movilidad vesicular en las 18 células control estudiadas es muy baja y se 
triplicó tras incubar durante 1 h con ouabaína 10 µM (17 células) (B) La movilidad de las vesículas de las 
31 células control estudiadas a 37ºC es elevada y disminuye en las 23 células tratadas con ouabaína 10 
µM.   Se muestran los valores medios (media + e.e.) de células procedentes de tres cultivos diferentes. El 
número de vesículas analizadas para cada grupo se muestra entre paréntesis. El análisis estadístico se 
realizó mediante un  test “t” de Student (***p<0.001). 
 
 
 
4.7.- Internalización de ouabaína-Bodipy-FL 
 
 La ouabaína se ha considerado tradicionalmente un fármaco que actúa a nivel de 
membrana plasmática. Si bien es una molécula de naturaleza esteroidea, su estructura 
comprende varios grupos polares que le confieren una marcada hidrosolubibilidad y 
hacen que no pueda atravesar por sí misma la membrana plasmática y actuar sobre 
dianas intracelulares. El único receptor/diana conocido para esta molécula es la bomba 
de sodio del plasmalema, si bien recientes estudios han descrito lugares de unión 
intracelulares para glucósidos cardiotónicos, que podrían actuar como receptores 
potenciales para ouabaína. En concreto, en la membrana del retículo sarcoplásmico de 
cardiomiocitos de rata, se ha descrito la presencia de una proteína afín a glucósidos 
cardiotónicos (Fujino y Fujino, 1995) y la capacidad de ouabaína de modular la 
actividad de los RyR (Sagawa y col., 2001).  
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Por otro lado, se ha descrito un fenómeno de internalización de la bomba Na+/K+ 
ATP-asa promovido por ouabaína que requiere de un mecanismo endocitótico (Lin y 
col., 2005). Hasta la fecha, no se ha comprobado si esta endocitosis de la NKA también 
supone la internalización de ouabaína.  
 
   En los siguientes experimentos, quisimos visualizar el patrón de unión de 
ouabaína a la Na+/K+ ATP-asa de la membrana plasmática y evaluar la posible actividad 
de ouabaína en dianas intracelulares. El conjugado fluorescente ouabaína-Bodipy-FL 
(OUB-FL) fue añadido, a concentraciones de 300 nM y 10 µM, a cubreobjetos con CCB 
para su posterior visualización en un microscopio confocal. El uso de estas dos dosis 
nos puede permitir diferenciar la presencia de distintas isoformas de la subunidad α de 
la NKA en la membrana plasmática de nuestros cultivos, que podrían tener distinta 
afinidad por el digitálico. 
 
La Fig 32A muestra una serie de imágenes confocales obtenidas a distintos 
tiempos tras añadir OUB-FL a una concentración de 10 µM. La primera imagen (tiempo 
0) se tomó nada más añadir el fármaco fluorescente. Éste se adhirió a zonas específicas 
de la membrana plasmática pero no se detectó en el interior de las células. En las 
imágenes sucesivas, tomadas a los 15, 30 y 45 minutos de adición de la sonda, se 
observa cómo la fluorescencia en membrana va perdiendo la localización selectiva para 
adoptar una distribución homogénea a la par que encontramos señal fluorescente en el 
interior del citoplasma, sobre todo en zonas alejadas del plasmalema. A la concentración 
de 300 nM también se observó un marcaje punteado en la membrana plasmática que fue 
difuminándose conforme la sonda fluorescente fue accediendo al interior celular. 
 
 La Fig. 32B muestra imágenes confocales secuenciales de una CCB incubada 
durante 2 h con 300 nM de OUB-FL a las que se sustrajo la fluorescencia de la primera 
imagen de la serie (tiempo 0), eliminando la señal extracelular y de membrana. A lo 
largo del tiempo, la fluorescencia en el interior de la célula aumenta progresivamente en 
presencia del fármaco fluorescente. Este fenómeno se observó tanto con la 
concentración de 300 nM como con la de 10 µM en un total de 18 células para cada 
concentración procedentes de 3 cultivos diferentes. No se observó entrada de ouabaína 
al núcleo durante las dos horas de duración del experimento. 
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Fig 32.- (A) Imágenes confocales secuenciales obtenidas por combinación de imagen transmitida 
y del canal de fluorescencia emitida a 488 nM, que representan la localización de OUB-FL (10 µM) en el 
momento de la adición al medio de cultivo (0 min) y en los 15, 30 y 45 min posteriores. A 0 y 15 minutos 
se observa un marcaje fluorescente en zonas concretas de la membrana plasmática (flechas blancas). A 
los 30 y 45 minutos, se pierde la localización selectiva en el plasmalema a la par que la sonda va 
introduciéndose en el citoplasma. (B) Curso temporal que muestra, como unidades arbitrarias de 
fluorescencia, el incremento progresivo de la fluorescencia intracelular en una serie de imágenes 
confocales secuenciales tomadas cada 20 min durante 2 h a las que se sustrajo la fluorescencia inicial (a 
tiempo 0) tras añadir 300 nM de OUB-FL.  
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Los glucósidos cardiotónicos, además de poseer notables acciones sobre el 
sistema cardiovascular, promueven la liberación de neurotransmisores en distintos 
tejidos y cultivos celulares. El efecto neuroestimulante de la ouabaína y otros fármacos 
de la familia de esteroides cardiotónicos está claramente asociado con la inhibición del 
transporte Na+/K+ y, por tanto, de la alteración de los gradientes iónicos a ambos lados 
de la membrana celular. Nuestro trabajo pretende analizar este fenómeno utilizando los 
conocimientos y técnicas actuales sobre la exocitosis, centrándonos en la importancia 
del ion Ca2+. 
  El Ca2+ es un mediador ubicuo para multitud de funciones celulares. En concreto 
la exocitosis de neurotransmisores es dependiente de cambios en la [Ca2+]c en todos sus 
pasos. La participación de las organelas intracelulares en el control de la [Ca2+]c está 
cobrando importancia en los últimos años como un factor relevante en el control de la 
exocitosis. En concreto, la participación del Ca2+ del RE en las respuestas secretoras a 
K+ ya ha sido verificado (Lara y col., 1997) y también se sabe que participa, mediante 
activación de cinasas intracelulares, en el transporte y maduración de las vesículas 
exocitóticas (Levitan, 2008). 
 
La concentración de 10 µM de ouabaína que hemos utilizado en este estudio está 
muy alejada de las concentraciones en plasma, donde aparece en concentraciones pico o 
nanomolares. Las células de la zona fasciculata de la corteza suprarrenal liberan 
ouabaína frente a distintos estímulos (angiotensina II, ACh, dopamina) e incluso se ha 
descrito la presencia de este esteroide en cultivos de células cromafines. Se ha estimado 
que la concentración basal de ouabaína en la glándula adrenal está en el rango de 
cientos de nanomolar y ésta puede elevarse unas 500 veces en situación de ejercicio 
físico, llegando a concentraciones micromolares. En trabajos previos de nuestro 
laboratorio, la concentración de 10 µM de ouabaína produjo un efecto máximo que 
podía ser fácilmente medido en protocolos de duración moderada (una hora de 
estimulación) (de Pascual y García, 2007), si bien 1 µM también provocó efectos 
potenciadores de la secreción (datos no mostrados). Por estas razones, unido a su 
facilidad de obtención y manejo y a la amplia base bibliográfica sobre los mecanismos 
que regulan la exocitosis en este modelo de paraneurona, hemos considerado la célula 
cromafín como un modelo válido para el estudio que nos planteamos. 
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Primeramente, hemos establecido un modelo de estudio de secreción con 
distintos secretagogos. Utilizando la detección amperométrica en tiempo real, hemos 
confirmado que la ouabaína, a una concentración de 10 µM, aumenta la liberación de 
catecolaminas en poblaciones de CCB estimuladas con pulsos intermitentes de K+, ACh 
y reintroducción de Ca2+ y que también es capaz de revertir rápidamente la 
desensibilización de la respuesta secretora con agentes que movilizan Ca2+ del depósito 
del RE (cafeína e histamina). 
 
El incremento en la liberación de catecolaminas ante estímulos de 35K+ aparece 
tras unos 15 minutos de incubación con el fármaco. Esto es compatible con el 
mecanismo de acción propuesto para los glucósidos cardiotónicos, según el cual la 
inhibición de la NKA genera una acumulación gradual de Na+ en el citosol. El aumento 
en la [Na+]c activa el modo reverso del NCX, que introduce Ca
2+ en la célula. Hasta la 
fecha, este Ca2+ que proviene del exterior de la célula ha sido la única explicación para 
el fenómeno de la potenciación de la secreción por ouabaína y sustancias análogas. 
Hemos confirmado que la adición de KB-R7943 a una concentración de 3 µM elimina 
el efecto potenciador de ouabaína sobre la secreción inducida por K+, verificándose la 
participación del NCX. 
 
En los últimos años se ha observado que la ouabaína es capaz, en células del 
túbulo proximal del riñón de distintas especies, de aumentar la [Ca2+]c de forma 
dependiente del Ca2+ del RE. Se ha propuesto que el extremo N-terminal de la NKA 
puede acoplarse al extremo carboxilo de IP3R del RE y facilitaría o provocaría su 
apertura (Aizmann y col., 2001; Miyakawa-Naito y col., 2003; Yuan y col., 2005). La 
participación del Ca2+ procedente de organelas intracelulares se ha propuesto también 
como mecanismo implicado en la potenciación inducida por ouabaína en células 
cromafines (García y col., 1981). Efectivamente, la adición de fármacos que bloquean 
las principales estructuras de entrada y salida de Ca2+ en el RE eliminan el efecto de 
ouabaína en nuestro modelo de secreción en poblaciones. Nuestros experimentos 
demuestran que, si bien es necesaria la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular a 
través del NCX, también es necesario que este Ca2+ sea captado y liberado por el RE 
para provocar efectos en la liberación de catecolaminas. Es de notar a este respecto que 
la activación del modo reverso del NCX genera una salida de Ca2+ del RE en neuronas 
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de rata (Wu y col., 2008), fenómeno que parece acoplado a una captación simultánea de 
Ca2+ por el RE a través de la SERCA (Hirota y col., 2006). 
 
Con estos datos, podemos sugerir una nueva diana para explicar el mecanismo 
de acción de los esteroides cardiotónicos que implica al RE. De acuerdo con estudios de 
inmunotinción realizados en células cromafines, la isoforma α2 de la NKA colocaliza 
con el NCX del plasmalema y ciertas zonas del RE ricas en IP3R. El acúmulo de Na
+ 
tras la inhibición de la NKA por esteroides cardiotónicos y la reversión del NCX se 
producirían entonces en zonas definidas del subplasmalema. Esto permite explicar 
algunos datos incongruentes de la literatura, como lo es el hecho de que la inhibición 
del transporte de Na+ en presencia de ouabaína no se correlacione con un incremento 
medible en la [Na+]c (Arnon y col., 2000). La [Ca
2+]c sí aumenta ligeramente (hasta unos 
200 nM) a los 15-20 minutos de incubación con ouabaína en células cromafines bovinas 
(de la Fuente y col., 2006). Esta [Ca2+]c está precisamente en el rango de mayor 
probabilidad de apertura de los canales de salida de Ca2+ del RE (IP3R y RyR) 
(Bezprovanny y col, 1991). Efectivamente, la ouabaína, a la concentración que potencia 
la exocitosis en nuestros experimentos de secreción (10 µM), genera una modesta salida 
de Ca2+ del RE que es inhibida por 10 µM de 2-APB. La respuesta no se desensibilizó 
durante los 5 minutos de aplicación del compuesto. Este “goteo” de Ca2+ es 
autolimitado (los canales se cierran a una [Ca2+]c por encima de 300 nM)  y, si bien no 
puede generar respuesta exocitótica per se, sí podría afectar a multitud de procesos 
celulares como el transporte y maduración vesiculares. 
 También hemos estudiado el efecto del bloqueo selectivo de los distintos 
subtipos de CCDV en protocolos de estimulación con 35K+. Ni el nifedipino ni las 
toxinas consiguieron eliminar el efecto potenciador de ouabaína (Fig. 14). De cualquier 
forma, se observa que la efectividad relativa de la ouabaína aumenta cuando sólo el 
canal L está funcional (bloqueo con Aga-IVA y ω-GVIA), mientras que disminuye al 
bloquear los canales L con nifedipino. No disponemos de una explicación completa para 
este hecho, si bien varias referencias apuntan a una estrecha relación de los canales L 
con el Ca2+ del RE en otros modelos experimentales, que podría estar afectado en 
presencia de nifedipino (Pickering y col., 2009; Huang y col., 2007; Sagawa y col., 
2001 ). 
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Basándonos en los experimentos de amperometría en célula única (Figs. 11 y 
12), deducimos que existe un mayor número de vesículas exocitóticas listas para ser 
liberadas en presencia de ouabaína, mientras que los ni parámetros cinéticos ni la carga 
de estas vesículas se modifican. De aquí surge la hipótesis de que la ouabaína puede 
fomentar el rellenado de la subpoblación de vesículas listas para sufrir exocitosis, lo que 
es compatible con el incremento en la [Ca2+]c. 
 
Midiendo la movilidad media de las vesículas con la técnica de TIRFM hemos 
encontrado grandes diferencias entre trabajar a 22 y a 37ºC. A temperatura ambiente, la 
movilidad vesicular es muy baja, los depósitos fácilmente liberables se rellenan con 
lentitud y  la exocitosis se deprime a largo plazo (Dinkelacker y col., 2000). En estas 
condiciones, la ouabaína aumenta unas cuatro veces la movilidad media de las 
vesículas. Considerando que las vesículas atracadas en membrana tienen una movilidad 
baja en cualquiera de las condiciones estudiadas, este incremento en la movilidad media 
de las vesículas indica una movilización de los depósitos de reserva en presencia del 
esteroide ouabaína. 
Si trabajamos a temperatura fisiológica (37ºC), la movilidad media de las 
vesículas en CCB es unas 8 veces mayor que a 25ºC (Fig. 31). Los sistemas de 
maduración y transporte vesiculares a esta temperatura funcionan a pleno rendimiento. 
La adición de ouabaína disminuye la movilidad media vesicular 37ºC ya que 
posiblemente esté favoreciendo el reclutamiento de vesículas en depósitos de reserva 
hacia los depósitos subplasmalemales, lo que explica el efecto potenciador de la 
secreción. 
 
Para una mejor comprensión de las acciones de ouabaína sobre la secreción, 
hemos utilizado otros protocolos de estimulación que no dependen exclusivamente de la 
apertura de CCDV. Así, si en lugar de alto K+ estimulamos las células con ACh, el 
neurotransmisor fisiológico en la sinapsis esplácnico-cromafín, el efecto de ouabaína es 
aún más notorio. La secreción basal con 10 µM de ACh  llega a cuadruplicarse (Fig. 
28). La participación fisiológica de la ouabaína en la génesis de ciertas formas de 
hipertensión ya ha sido confirmada por varios estudios clínicos. Nuestros datos apuntan 
a un efecto muy significativo sobre la liberación de catecolaminas y por tanto sobre la 
respuesta al estrés y la tensión arterial.  
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 La respuesta secretora en CCB a altas concentraciones de cafeína e histamina se 
agota paulatinamente con la estimulación repetida. La ouabaína devuelve la secreción 
por histamina y cafeína a sus valores originales de forma rápida (Fig. 21). En el caso de 
la estimulación con histamina, la inhibición del modo reverso del NCX con KB-R7943 
no inhibió la recuperación de la respuesta, que por tanto debe seguir un mecanismo 
distinto al propuesto para la estimulación con 35K+. La coaplicación de queleritrina con 
ouabaína tuvo un tímido efecto enlentecedor respecto a los controles, insuficiente para 
justificar una acción directa de ouabaína sobre la PKC. Sin embargo, se hace aparente 
que la recuperación de la respuesta puede implicar también fenómenos de transporte de 
vesículas. El nifedipino enlenteció la recuperación de la respuesta secretora por 
ouabaína frente a estimulación con histamina. Una vez más, el canal de calcio tipo L 
participa, aunque de forma parcial, en la potenciación ouabaínica de la secreción, 
aunque no es una condición necesaria para la misma. El dantroleno sí produjo una 
marcada disminución en la eficiencia de ouabaína al regenerar las respuestas secretoras 
a histamina, indicando que el RyR tiene un papel parcial  en este fenómeno.  
 
La reintroducción de Ca2+ ya ha sido utilizada para estudiar la potenciación de la 
secreción por ouabaína (Esquerro y col., 1980). En este modelo de exocitosis, la señal 
secretora al perfundir una solución con 2 mM Ca2+ se puede explicar por la acción de la 
entrada capacitativa y por reversión del NCX. Entre pulsos, la ausencia de Ca2+ 
extracelular condiciona unos niveles bajos de [Ca2+]c en las células y hace improbable 
que la ouabaína pueda elevarlos, ni siquiera a partir de los reservorios de Ca2+ 
intracelular, que se vacían en cuestión de segundos en 0 mM Ca2+ (nominal).  
Con los protocolos utilizados la ouabaína aumenta notablemente la exocitosis 
(Fig. 25A)  y sin participación aparente del RE (Fig. 27). En este caso, la adición del 
bloqueante de los CCDV del subtipo L nifedipino (3 µM) revirtió toda la secreción 
potenciada por ouabaína, mientras que el bloqueo de los otros canales de Ca2+ (N y P/Q) 
no tuvo efecto alguno (Fig. 26). Para explicar este efecto, debemos considerar que el 
NCX no puede funcionar en modo reverso en ausencia de Ca2+ extracelular. Sugerimos 
que, por tanto, al inhibir el transporte de Na+, el aumento de la [Na+]c no puede ser 
compensado y la membrana se despolariza alcanzando el umbral de apertura de los 
CCDV. Los canales N y P/Q son rápidamente inactivables por voltaje, no así el L, que 
permanecería abierto. La reintroducción de Ca2+ en presencia de ouabaína genera una 
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entrada masiva de este ión al interior celular (Fig. 25B) que es responsable de la notable 
señal exocitótica que hemos observado. 
 
Otro aspecto del mecanismo de acción de ouabaína que hemos querido estudiar 
ha sido la unión del compuesto a la membrana plasmática y su posible internalización 
en el citosol. Se ha descrito la internalización en el citosol de la NKA en presencia de 
algunos agentes entre ellos la ouabaína. La adición de ouabaína acoplada a una sonda 
fluorescente nos ha permitido visualizar la localización selectiva de la NKA en ciertas 
zonas de la membrana. A lo largo del tiempo, el marcaje selectivo se va difuminando 
por toda la superficie de la membrana al mismo tiempo que se observa la internalización 
de la sonda en el interior del citosol. Considerando las referencias publicadas al 
respecto, suponemos que la NKA se internaliza junto con el fármaco mediante un 
mecanismo endocitótico (Liu y col., 2007). La internalización es lenta y paulatina, de 
forma parecida al incremento de la exocitosis en presencia de ouabaína. Está 
generalmente aceptado que la NKA, además de su reconocida función de transporte de 
iones, funciona también como lo haría un receptor de esteroides de membrana; el 
significado funcional de la migración del receptor al interior celular están aún por 
descubrir. 
 
Nuestros datos revelan la capacidad de la ouabaína de movilizar Ca2+ de 
depósitos intracelulares, que, si bien habían sido deducidas por otros autores, no habían 
sido demostradas con una medida directa hasta la fecha. La importancia del Ca2+ 
reticular en la exocitosis de neurotransmisores se pone de manifiesto por el marcado 
efecto de ouabaína sobre los depósitos de vesículas. Este Ca2+ sería capaz de, por 
ejemplo, activar la calmodulina cinasa citosólica y mejorar el transporte de vesículas 
(Shakiryanova y col., 2007). 
Paralelo a la salida continuada de Ca2+ del RE debe existir una entrada de Ca2+ 
en este depósito, ya que no se observa caída progresiva en la [Ca2+]RE en presencia de 
ouabaína (Fig. 29). Considerando que la entrada a través de CCDV no está activada (la 
ouabaína, a una concentración 10 veces superior a la que potencia la exocitosis, apenas 
despolariza la membrana unos 10 mV), las dos vías de entrada de Ca2+ más probables 
serían el NCX y la entrada capacitativa por SOCE. Nuestros experimentos no nos 
permiten descartar la implicación de la SOCE, pero el efecto bloqueante de KB-R7943 
sobre la potenciación ouabaínica indica un papel significativo del NCX en modo 
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reverso. La inhibición del transporte Na+/K+ altera los gradientes iónicos de Na+ en 
determinadas zonas de la submembrana (los llamados plasmerosomas) y permite la 
activación del NCX en modo reverso, que introduce Ca2+ desde el exterior celular que 
sería captado por la SERCA, regenerando la [Ca2+]RE. Este proceso se esquematiza en la 
Fig. 33: 
 
 
Fig 33.- Modelo de mecanismo de acción que proponemos para explicar el efecto potenciador de 
la ouabaína sobre la exocitosis inducida por K+ en CCB. La unión de ouabaína a la bomba Na+/K+-ATP-
asa (NKA) provoca, a través de un incremento de la [Na+], la entrada de Ca2+ en el citosol a través del 
NCX. Este Ca2+ se captaría por la SERCA para recargar el RE ya que, paralelo a este proceso, se produce 
salida de Ca2+ a través de los IP3R reticulares. Por otra parte, la NKA unida a ouabaína favoreceria la 
liberación de Ca2+ del RE. El Ca2+ que se vierte al citosol favorece los procesos de transporte y 
maduración vesiculares, aumentando el contingente de vesículas atracadas en la membrana plasmática 
que están disponibles para ser exocitadas tras la apertura de los CCDV por un estímulo despolarizante 
(35K+). 
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VI. Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“La ciencia eo maravillosa si no tienes que ganarte la vida con ella” 
Albert Einstein 
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6.1.- Conclusiones parciales 
 
 
1.- La perfusión de ouabaína a una concentración de 10 µM aumenta la liberación de 
catecolaminas en células cromafines bovinas estimuladas con soluciones 
despolarizantes (35K+).  El aumento es gradual y supone un incremento en el número de 
vesículas liberadas. Este efecto se observa también con estimulando con ACh.  
 
2.- La extinción de la liberación de catecolaminas por movilización de Ca2+ reticular 
con pulsos repetidos de cafeína e histamina revierte a sus valores originales en 
presencia de ouabaína.  
 
3.- En ausencia de Ca2+ extracelular y estimulando la secreción con pulsos de 2 mM 
Ca2+, la ouabaína genera una señal secretora a través de la apertura del canal L, 
seguramente por una despolarización sostenida de la membrana. 
 
3.- El aumento en la secreción sobre pulsos de K+ depende de la actividad en modo 
reverso del intercambiador Na+/Ca2+ de la membrana plasmática y del depósito de 
Ca2+ del retículo endoplásmico. 
 
4.- La ouabaína provoca liberación de Ca2+ reticular en CCB en un mecanismo 
dependiente del IP3R. 
 
5.- La movilidad vesicular a 37ºC disminuye en presencia de ouabaína, lo que 
interpretamos como una mayor proporción de vesículas en los depósitos fácilmente 
liberables. 
 
6.- La ouabaína se internaliza en el citosol de células cromafines bovinas siguiendo un 
curso temporal similar al del aumento en la secreción de catecolaminas. 
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6.2.- Conclusión general 
 
 En conjunto, estos datos son compatibles con la idea de que existe una conexión 
entre la NKA de la membrana plasmática y el el receptor de IP3 del RE. Al unirse la 
ouabaína a la NKA, se activaría esta conexión para favorecer la liberación de Ca2+ del 
RE. Este Ca2+ se utilizaría para asegurar la eficacia de la secreción de catecolaminas 
manteniendo lleno el contingente de vesículas atracadas al plasmalema. 
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